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HPLC-UV nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (high performance liquid
chromatography) UV detektalassal

IMI imidacloprid

IPS integralt szennyezettségi index (index of pollution sensitivity)

LAS linearis alkil-benzol-szulfonatok

LC-MS/MS folyadékkromatografiaval (liquid chromatography) kapcsolt tandem
tomegspektrometria (mass spectrometry)

LP alacsony profila (low profile) 6kologiai guild
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MRL maximalis szermaradék-hatarérték (maximum residue limit)
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1. BEVEZETES

A Foldiinkon tapasztalhatdo folyamatos népességndvekedés kovetkezményeként egyre
jelentOsebbé valtak az er6forrasok (pl. élelmiszer, ivoviz, nyersanyagok) fokozott eldallitasara és
a megnovekedett igények kielégitésére iranyuld mezdgazdasagi technologidk. A kiilonbozd
allatgyogyaszati és novényvédoszer-készitmények jelentds hanyada fokozott kémiai terhelést
gyakorol kornyezetiinkre (DARVAS 2000), mivel a hatéanyagok és a formazaskor hasznalt
segédanyagok bekeriilhetnek a talajba €s a felszini vizekbe, ezaltal a talajvizbe, elszennyezve az
Okoszisztémak ivovizbazisait ¢és taplalékhalozatait, ahol mennyiségiilk meghaladhatja a
megengedett egészségiigyi hatarértékeket (SZEKACS és DARVAS 2006). Az allatgyogyaszati
készitmények alkalmazésa soran a hatdéanyagok az allati szervezetekbdl metabolizmust kovetden
valtozatlan formaban vagy metabolitként, az allat iriilékével és vizeletével, kezelt allattol
szdrmazo tragya mezOgazdasagi teriiletekre torténd kijuttatasaval, halgazdasagok kezelésével és
a kiils6leg alkalmazott gyogyszerhatdéanyagok esetében a fiirdovizzel juthatnak a legelokre vagy
a helyi csatornahalozatokba, majd a tisztitott szennyvizzel a felszini vizekbe (RADKE et al.
2009, PORTER 2011). A kémiai névényvédelem esetében a kijuttatott hatdbanyagok a kezelt
tertiletekrél vald beszivargéssal, elfolyéassal, lemosodéssal, csapadékkal és a nem megfeleld
agrotechnika kovetkezményeként érik el a felszini viztesteket. Az adott kdrnyezeti elemben
kialakuldé toxikus hatdsokat jelentdsen befolyasolja az adott vegyiilet vizoldékonysaga,
perzisztenciaja és a toxikus metabolitok keletkezésének esélye (SZEKACS és DARVAS 2006).
A kornyezeti kozegekben megjelend szermaradvanyok esetében — a szerhaszndlat alakulasaval
0sszhangban — 1d6r6l idére mas hatoanyagok keriilnek a figyelem koézéppontjdba. Bizonyos
vegytiletek perzisztens jellegiik miatt hosszi ideig, tartésan kimutathatok a kornyezeti
mintdkbol, mas hatéanyagok viszont a tulzott pillanatnyi felhasznalas kovetkeztében jelennek
meg a kornyezeti matrixban. A vizi kozosségekben €16 szervezetek fokozottan ki vannak téve a
szennyezéseknek, mivel a vizben a xenobiotikumokkal torténd érintkezés elkertilhetetlen.

Napjainkban a gyodgyszermaradvanyok felszini vizekben vald6 megjelenése azok
potenciélis bioldgiai hatdsai miatt egyre nagyobb figyelmet kap (SAGI et al. 2018, ZARAY
2018), kiilondsen az antibiotikus hatdsi anyagok esetében a bakteridlis rezisztencia
kialakulasanak veszélye (KOBAYASHI et al. 2007) és a vizi szervezetekre gyakorolt letalis és
szubletalis hatasok lehetdsége miatt. A human- és allatgydgyaszatban széles korben alkalmazott,
antibakterialis hatast szulfonamid-tipust [pl. sulfamethoxazole (SMX)] vegyiileteket hazankban
is tobb gyogyaszati készitmény aktiv hatdanyagaként hasznaljak fel (NEBIH 2021a). A
szulfonamidok hatasat a kiilonb6z6 készitményekben a trimethoprim (TRI) hatéanyag egyiittes

alkalmazaséaval erdsitik fel, ugyanis a két hatoanyag kozott jelentds mértékii szinergizmus



figyelhetd meg. A szulfonamidok alacsony szorpcios kapacitdsa miatt gyorsan elérhetik a
talajviz szintjét, és megjelenhetnek a felszini vizbazisokban (SUKUL és SPITELLER 2006,
ZINNER és MAYER 2015).

A novényvéddszer-maradvanyok szintén szamottevo kornyezeti kockazati tényezokként
jelentkeznek (SZEKACS 1999), amely szermaradékok tekintetében az elmult évek nagy kérdései
a rovarirtd szerként alkalmazott neonikotionoidok és a herbicid hatasti glyphosate (GLY)
engedélyezéséhez kothetok. Habar a GLY felhasznalasa joval meghaladja a neonikotinoid-tipusu
hatdanyagokét, utobbiakat mégis elobb targyalom, mivel e rovardlé hatdéanyagok esetében a jogi
szabalyozas soran sokkal egységesebb allaspont alakult ki. A vilagszerte jelentds mértékben
felhasznalt neonikotinoid-tipusti rovardlok hatéanyagai mara ubikviter szennyezokké valtak,
jelenlétiiket még fokozottan védett természetvédelmi teriiletekrdl szarmazd talaj-, viz- és
tiledékmintakbol is kimutattdk mar (BONMATIN et al. 2019). A felszivodd hatasa
(szisztémikus) neonikotinoid-tipusi hatdéanyagok nemcsak a kiilonb6zé novényi részekben,
hanem a ndovények guttacidos folyadékban is megjelennek, ezzel fokozva az izeltlabu nem
célszervezetek kitettségét (GIROLAMI et al. 2009, MORTL et al. 2017). A neonikotinoidok
alkalmazasa kiilonosen veszélyezteti a beporz6 rovarfajokat (GOULSON 2013, WOODCOCK et
al. 2017), igy felhasznalasuk, foleg a viragzo kultirakban szigoruan korlatozott az Eurdpai Unid
(EV) teriiletén (EUROPEAN COMMISSION 20133, 2018a, 2018b, 2018c, 2018d).

A vilagszinten piacvezetd GLY totalis hatasi gyomirté €s allomanyszarito (DARVAS és
SZEKACS 2018a), amelynek felszini vizekben valé megjelenése mara globalisan tapasztalhatd
jelenség (MORTL et al. 2013), féként azokon a teriileteken, ahol az allomanyszaritds gyakorlata
kiterjedt és a GLY-tolerans, géntechnoldgiai uton moédositott (GM) ndvények termesztése és
ezzel egyiitt a GLY-tartalmu készitmények felhasznalasa jelentds, a szennyezés szintje elérheti
akar az 5200 g/l nagysagrendet is (COUPE et al. 2012, DARVAS és SZEKACS 2018b). A
GLY huménegészségiigyi hatasainak vonatkozdsdban azonban nincs egységes allaspont
(DARVAS és SZEKACS 2018c), ugyanis az Amerikai Kornyezetvédelmi Hivatal (U.S.
Environmental Protection Agency, US EPA) a GLY hatéanyagot az ,,emberen valosziniileg nem
rakkeltd” anyagok kozott tartja szamon. Az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European
Food Safety Authority, EFSA) és az Eurdpai Vegyianyag-ligynokség (European Chemicals
Agency, ECHA) allaspontja Osszecseng az amerikai véleménnyel, miszerint a GLY nem
valoszinli, hogy rakkeltd a human szervezetek szadmdra, ezzel szemben az Egészségiigyi
Vilagszervezeten (World Health Organization, WHO) beliil m{ikodé Nemzetk6zi Rakkutatasi
Ugynokség (International Agency for Research on Cancer, IARC) a ,valdsziniileg emberre
rakkelté” (2A) anyagok kozé sorolta a GLY hatéanyagot (SZEKACS és DARVAS 2018).



Az allatgyogyaszatban alkalmazott és a kémiai ndvényvédelem soran kijuttatott
készitmények az aktiv hatéanyagon kiviil kiilonboz6é adalékanyagokat, ezen beliil
formazoanyagokat is tartalmaznak. A formazodszerek elsddleges célja, hogy fokozzdk a
készitmény hatékonysagat és biologiai hozzaférhetoségét, azaltal, hogy novelik az oldhatosagot,
adszorpciot és a hatoanyag felszivodasat (FOY 1987). A készitmények eldallitdsa soran
alkalmazott adalékanyagokat — a készitmény biologiai fOhatdsdnak szempontjabol — sokaig
inaktiv (inert) OsszetevOknek mindsitették, ezért esetiikben az aktiv hatéanyagokhoz képest
egyszeriibb kornyezeti kockazatelemzés végrehajtasa is elegendé volt (US EPA 1997, FISHEL
2005). Az utdbbi években azonban szamos tanulmanyban igazoltak, tobbek kozott a GLY és
formazott készitményeinek eldallitdsa soran felhasznalt formazoanyag, a POEA (polietoxilalt
faggytiaminok keveréke) esetében is a formazdszer magas 6nalld toxicitdsat, valamint a hato- és
adalékanyagok fokozott egyiittes toxicitasat a GLY egyedi hatasdhoz képest (TSUI és CHU 2003,
SZEKACS 2017, MESNAGE et al. 2019). A tudomanyos terhel bizonyitékok hatasara a POEA
formazoanyagként vald alkalmazasa GLY-tartalmi készitményekben az EU hatalyos jogi
szabalyozasanak értelmében betiltasra keriilt (EUROPEAN COMMISSION 2016). A kiilonb6z6
hatéanyagok kozotti és az adalékanyagokkal egylittes hatdsok vizsgalata kiemelt fontossagu,

mivel a hatéanyagok tobbsége keverékek formajaban van jelen kdrnyezetiinkben.

Munkam sordn a Nemzeti Agrarkutatdsi és Innovaciés Kozpont Agrar-
kornyezettudoméanyi Kutatointézet [2021. februir 1-t61 Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem (MATE) Kornyezettudomanyi Intézet (KOTI), Agrar-kdrnyezettudomanyi
Kutatokdzpont (AKK)] Okotoxikologiai Osztalyanak kutatdcsoportjahoz csatlakoztam, amely
jelentds, hazai és nemzetkozi viszonylatban is elismert kornyezetanalitikai és Gkotoxikologiai
tudomanyos miihely. Minthogy a kutatdcsoport dolgozatom témakdrébe esd eredményeibdl
szliletett publikdcioiban tarszerzé voltam, igy azok a dolgozat szempontjabol Uj eredménynek
szdmitanak, ezeket a publikiciokat nem a szakirodalmi attekintés soran, hanem az eredményeket
ismertetd részeket kdvetden a 2. mellékletben mutatom be.

A dolgozatban a hatéanyagneveket a nemzetk6zi engedélyezés szerint elfogadott alakban
kozlom, igy az allatgyogyaszati hatéanyagok neveit az Eurépai Unié Allatgyogyészati
készitmények adatbazisaban (EU Veterinary Medicinal Product Database) (EMA 2021) mig a
novényvédodszer-hatéanyagok neveit az Eurdopai Unidé Novényvéddszerek adatbazisdban (EU
Pesticides Database) (EUROPEAN COMMISSION 2021) a Pesticide Manual kézikényvben
(MACBEAN 2012) ¢és az engedélyokiratokban rogzitett alakban tiintetem fel. Ennek oka az,
hogy a ndvényvéddszer-hatoanyagok engedélyezése az EU tagorszagaiban nem nemzeti, hanem

EU-szinten torténik, illetve az egyes hatdanyagok neveinek fonetikus atirataiban gyakorta



mutatkozik eltérés. [Meglehet, a dolgozatban szereplé hatdanyagok neveiben nem igen
mutatkoznak ilyen eltérések, de mas hatébanyagok esetében (pl. dichlorvos) tobbféle atiras is
gyakorlatban van, ami félreértésekre adhat okot. Emiatt kutatdhelyem, a MATE KOTI AKK a

nemzetkdzi engedélyezés szerinti alakra hivatkozik. ]

A PhD kutatasaim soran elvégzett vizsgalatok célja az volt, hogy meghatarozzuk és
Osszehasonlitsuk a szulfonamid-tipusu sulfadiazine (SDZ), sulfaguanidine (SGD), sulfamethazine
(SMZ), SMX ¢és a TRI allatgyogyaszati hatéanyagok, valamint a rovar6lé hatasu neonikotinoid-
tipusu acetamiprid (ACE), clothianidin (CLO), thiacloprid (TCL) és thiamethoxam (TMX) illetve
a gyomirtdé GLY hatdéanyagok egyedi, tovabba formdazott készitményeikben megtalalhato
adalékanyagaikkal egyiittes toxicitasat kiilonb6zo alacsonyabb rendi vizi tesztszervezeteken. A
vizsgalt anyagok egyedi és egyiittes toxikus hatasainak meghatarozasa kiilonb6z6 in vivo
okotoxikologiai tesztrendszerekben valosult meg egyedi, valamint k6zOsségi szinten. Az
okotoxikologiai vizsgalatok mellett a vizsgalatok célja volt a GLY és a neonikotinoid-
készitményekben felhasznalt linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS) vizes kozegben kialakuld
kornyezeti koncentracidinak kdrnyezetanalitikai modszerekkel torténd nyomonkdvetése is.

A kivalasztott hatéanyagok hatasait tobb esetben vizsgaltdk maér kiilonb6z0 nem
célszervezeteken, de az eredmények tobbnyire egy vizsgalati anyagnak egy fajra gyakorolt akut
hatésait vizsgald kutatasokbol szarmaznak. Az éllatgyogyaszati készitmények esetében az eldirt
okotoxikologiai vizsgalatokat mindig a formazott készitményeken kell elvégezni, ezzel szemben
a ndvényveédo szereknél bizonyos esetekben tdmaszkodhatnak a hatéanyag toxicitasi adataira az
engedélyezési folyamatok soran. A hatéanyagok és a formazdanyagok egyedi, valamint az
egylittes alkalmazasuk soran kialakuld potencialis toxikus hatasok felderitése alapvetd feltétele a
mezOgazdasagi eredetli szennyezOk megfeleld kdrnyezeti kockazatbecslésének.

Eredményeinkkel szeretnénk hozzdjarulni az allatgydgyaszati €és novényvéddszer-
hatéanyagok egyedi és formazott készitményeikben megtalalhaté adalékanyagaikkal egyiittes
kockazatainak ¢és mellékhatasprofiljainak részletesebb megismeréséhez. Kutatasaink révén
jobban megismerhetévé valik a vizsgalt mezdgazdasagi kémiai eredetli szennyezdk vizi
toxicitasa allati- és ndvényi tesztszervezetekre, egyedi €s kozosségi szinten, az adott szennyezd
mellett kornyezetanalitikai vizsgalataink eredményeivel pontosabb képet kaphatunk a GLY és a
LAS kornyezeti sorsdnak alakuldsarol kiilonbozé felszini vizekben. A kapott eredmények a
késdbbiekben felhasznalhatok lehetnek a hato- és adalékanyagok kornyezeti kockazatbecslése

soran, valamint monitorozasi programok tervezésénél.



A célkitiizések megvalositasa soran tervezett konkrét kutatasi feladatok az alabbiak voltak:

a szulfonamid-tipusi SDZ, SGD, SMZ, SMX valamint TRI allatgyogyaszati
hatéanyagok ¢és a neonikotinoid-tipusi ACE, CLO, TCL ¢és TMX ndvényvéddszer-
hatdanyagok egyedi €s a formazott készitményeikben megtalalhato adalékanyagaikkal
egyiittes akut toxikus hatasainak vizsgalata a nagy vizibolha (Daphnia magna)
immobilizacidjara €s a glutation-S-transzferaz enzimaktivitasra;

a GLY-tartalmi ROUNDUP CLASSIC ¢és MEDALLON PREMIUM készitmények
OsszetevOoinek egyedi ¢és kombindlt toxikus hatdsainak vizsgalata D. magna
immobilizacidjara, tovabba lebegd egysejtii zold- (Desmodesmus subspicatus,
Pseudokirchneriella subcapitata, Scendesmus obtusiusculus) és kékalga- (Anabaena
flos-aquae) fajok szaporodasara és fotoszintetikus aktivitasara;

a ROUNDUP CLASSIC és OsszetevOinek hatasvizsgalata a hazai felszini folyd- és
alloviztestekben (Duna, Balaton, Velencei-td) természetes koriilmények kozott
kialakulo biofilmek algakozdsségeinek biomasszédjara, a biofilmek szerkezetére és
kovaalga- (Bacillariophyceae) kozosségeinek osszetételére;

a GLY lebomlasanak vizsgalata dunai ¢és balatoni felszinivizmintdkban tiszta
hatéanyag ¢és formazott készitmény (ROUNDUP CLASSIC) formajaban, biofilmek
jelenlétében és anélkiil;

a neonikotinoid-készitmények formazasa soran alkalmazott LAS lebomlasanak

vizsgalata vizes kozegben és valtozatos kisérleti beallitasokban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A biolodgiailag aktiv vegyiiletek 6kotoxikologiai értékelésének jelentosége és modszerei

A kornyezeti elemekben megjelend biologiailag aktiv vegyiiletek kdlcsonhatasba 1épnek
az Okoszisztémak abiotikus és biotikus elemeivel. Napjainkban szamos adat all rendelkezésre a
kiilonb6z6 agensek akut toxicitasaval kapcsolatban, azonban a vizsgélati eredményekbdl torténd
extrapolacio sordn nagy a bizonytalansag, elsdsorban a fajok kozotti kiilonbségek €s az eltérd
expozicids idOtartamok miatt. Az akut toXicitds alapjan nem mindig lehet kovetkeztetéseket
levonni a hosszabb ideig fennalld (kronikus) hatdsokra vonatkozoan, tovabba a tiszta vegyiiletek
vizsgalata soran nem jutunk megfeleld informacidkhoz a vegyi anyagok kozott fellépd egyiittes
(pl. additiv, szinergens vagy antagonista) hatasokra vonatkozéan (VERDONCK et al. 2007).

Az akut toxikus hatdsokkal szemben jelentds hidnyossagok mutatkoznak a vegyi anyagok
kis (szubletalis) koncentracioinak kronikus [pl. reprodukciods, teratogén (rendellenes fejlédési),
mutagén (az Orokité anyagot megvaltoztat), karcinogén (rakkeltd), hormonmodulans és
immunmodulans hatasok] akar egész élettartamot fel6leld vagy tobb nemzedék expozicidja soran
kialakulé komplex toxikus hatdsokat tekintve. A vegyi anyagok és keverékeinek kombinalt
hatdsainak feltérképezésében a tobb fajt alkalmazo €és a kozdsségi szinten végzett vizsgalatok
szdma csekély. A szakirodalomban taldlhatd eredmények tobbnyire egy vegyiilet/készitmény,
egy fajra gyakorolt hatdsait vizsgald kutatdsokbol szdrmaznak, ezért az egylittes hatdsok
vizsgalata hianyp6tld a mezégazdasagi eredetll szennyezOk kdrnyezeti kockazatbecslése soran.

Az dkotoxikologiai vizsgalatokat tobbnyire hazai és nemzetkdzi szabvanyok, nemzetkozi
szervezetek [pl. Gazdasagi Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (Organisation for Economic
Co-operation and Development, OECD), WHO] iranyelveinek ¢és ajanlasainak alapjan, tovabba
sajat modszerek fejlesztésével valositjuk meg. Az egy fajt alkalmazd tesztek jol hasznalhatok
kiilonb6z6 élettani hatasok leirasara és ha (6ko)toxikologiai hatarértékek meghatarozasa vagy a
fajok kozotti érzékenység 0sszehasonlitasa a cél. Az egy fajon végzett vizsgalatok eldnyei, hogy
viszonylag konnyen kivitelezhetdk, alacsony koltségiieck és jol reprodukélhatok, azonban
kornyezetileg kevésbé relevansak, mivel természetes koriilmények kozott nemcsak egy faj
egyedei, hanem kiilonb6z6 fajok népességei keriilnek kapcsolatba a szennyezdanyagokkal. Az
okotoxikologiai tesztekben alkalmazott tesztszervezetek azonban mindig valamely adott
élélénycsoportokat modelleznek (pl. vizi egysejtli ndvényi szervezetek: algak; vizi gerinctelenek:
vizibolhdk; vizi gerincesek: halak; talajlako szervezetek: foldigilisztak, ugrovillasok, fonaférgek;
beporzo rovarok: hazi méhek) a kornyezeti relevancia javitdsanak érdekében. A tobb fajt

alkalmaz6 tesztek elonye, hogy a fajok kozotti kolcsonhatasok, akar kozosségi szinten is



vizsgalhatova valnak (CULP et al. 2000, BAKONY1 2020a). A vizsgalatok targya és mérési
végpontjai a biologiai rendszerek barmely szervezddési szintjére kiterjedhet. Molekularis szinten
vizsgalhatok a biokémiai paraméterekben bekdvetkezd valtozasok (pl. stresszfehérjék termelése,
enzimaktivitas gatlasa), mig az egyedek szintjén elsésorban a fiziologias jellemzdkben (pl.
mortalitas, reprodukcios hatasok, karcinogenitas vizsgalata akar tobb generacion keresztiil) és a
viselkedésben (pl. mozgasképtelenség) bekovetkezd valtozasokat vizsgaljak. Magasabb
szervezddési szinteken, igy a populaciok esetében vizsgalhato tobbek kozott az adott populacid
stirisége, produktivitisa, a genetikai struktura megvaltozasa, mig a kozOsségek szintjén
jellemezhetok példaul a kozdsség Osszetételében, diverzitdsaban bekdvetkezd valtozasok
(GRUIZ et al. 2001).

Az okotoxikologiai tesztelés sordn a kiilonbozé biomarkerek hatékony eszkozei a
valtozasok detektalasanak (KOEMAN et al. 1993, WALKER et al. 2012). A biomarkerek
alkalmazasa a kornyezeti kockazatbecslés soran egyre nagyobb figyelmet kap (KEUM et al.
2013). A glutation-S-transzferaz (GST) enzim aktivitasanak valtozasa a detoxifikaciocios
folyamatok egyik fontos indikatora az dkotoxikoldgidban. A Il-es fazist detoxifikald enzimek
kozé tartozo GST fontos szerepet tolt be a xenobiotikumok biotranszforméciojaban
(detoxifikacios folyamatokban) és az antioxidans védelmi rendszerben egyarant. A GST ugyanis
katalizalja a xenobiotikumok, illetve az oxidativ stressz soran keletkezett karos termékek
reaktivitdsa csokken, mig vizoldhatosdga nd, eldsegitve a tovabbi metabolizaciot vagy
eliminacidjukat a szervezetbol (HABIG et al. 1974, ZHANG et al. 2012, SONG et al. 2017). A
GST lehetséges biomarkere és korai figyelmeztetd jele bizonyos szennyezé anyagok (pl. Cr*,
Cd*" ¢s a talajfertStlenité hatasu diazinon) kéros hatésainak a vizi okoszisztéméakban (WU et al.
2011a). Sajat vizsgalataink soran a kivalasztott allatgyogyaszati €s neonikotinoid-tipust
novényvédodszer-hatbanyagok egyedi ¢és a formazott készitményeikben megtalalhatéd
adalékanyagaikkal egyiittes hatasait a GST-enzimaktivitasra nagy vizibolha (Daphnia magna)

juvenilekben vizsgaltuk.

2.2. Szulfonamidok és a trimethoprim jellemzése és allatgyogyaszati készitményekben

torténo felhasznalasa

A napjainkban is szamos, hazankban is engedélyezett human- és Aallatgyogyaszati
készitmény aktiv hatdéanyagai, a szulfonamidok voltak a gyogyaszatban els6ként alkalmazott

antibakterialis hatoanyagok (PETRI 2006). Az antibiotikus hatasi szulfonamidok [pl.



sulfadiazine, sulfamethoxazole (SMX)] a szulfanilamid kiilonb6z6 szarmazékai, amelyek a
kulcsfontossagt, a folsavat bioldgiailag aktiv tetrahidro-folatta alakitd dihidropteroat-szintetdz
enzim kompetitiv inhibitorai. A tetrahidro-folat tobbek kozott a sejtfalat alkotd fehérje, valamint
az RNS- ¢és DNS-szintézis fontos eleme. Az emldsokkel ellentétben a baktériumok nem tudjak
hasznositani az exogén folsavforrasokat, igy a folsav szintézisének hianyaban életképtelenné
valnak (MACHOVICH 2006). A human orvosldas mellett a szulfonamidok mezdgazdasagi
felhasznalasa is sokrétli, alkalmazzak méhészetekben, akvakultirakban, az allattenyésztésben
takarmanyozasi (ndvekedést serkentd) adalékanyagként, valamint az allatorvoslasban
gyogyszeres elokeverékek (premixek) formdjaban, egyes betegségek (pl. aktinobacillozis)
kezelésére vagy megelézésére (BARAN et al. 2011, PORTER 2011). Az Antimikrobas Szerek
Felhasznalasanak Eurdpai Feliigyelete (European Surveillance of Antimicrobial Consumption,
ESAC) 2018-ban nyilvanossagra hozott jelentése alapjan eurdpai és hazai szinten is a
penicillinek a legelterjedtebb antibiotikumok, azonban az egyéb, koztik a szulfonamidok
felhasznalasa sem elhanyagolhaté mennyiségti (ECDC 2018). A gydgyaszati készitményekben a
szulfonamid-tipusi  hatéanyagok altalaban diamino-pirimidinekkel [trimethoprim (TRI)]
kombinalva talalhatok meg a két hatdéanyagcsoport kozott fellépd szinergizmus miatt. A TRI
hatdéanyagot kezdetben antimaldrias szerként vizsgaltak, azonban kideriilt, hogy hatékonyan (az
emldsokhoz képest akar tizezerszer nagyobb affinitassal) gatolja a folsav szintézisét a
baktériumokban, €és szinergens hatast a szulfonamidokkal, ami eldny0s a gyogyaszatban térténd
felhasznalasa soran (SEYDEL et al. 1972, ZINNER és MAYER 2015). Az SMX-TRI
kombindciok széles spektrumu baktericidhatdst biztositanak, mivel a két hatéanyag kiilonbdzo
pontokon hat a baktériumok tetrahidro-folat szintézise soran. Az altalunk vizsgalt szulfonamid-
tipust és TRI hatdoanyagok kémiai szerkezete a 3. melleklet I. tablazataban talalhato meg.

A szulfonamidok és a TRI engedélyezett gyogyszerkészitményei kiszerelésiiket tekintve
tobbnyire oldatos injekciok, belsdleges porok/oldatok/pasztak és gyogypremixek, amelyek
szamos allatfaj esetében (pl. szarvasmarha, kutya, 16) tobbféle korkép (pl. 1éguti, ivarszervi €s
borfertdzések) kezelésére alkalmazhatok, akar a vemhesség és a laktacié idején is (NEBIH
2021b). Az élelmiszertermelés céljabol tartott allatok preventiv vagy terapias kezelését kovetden
a megfeleld élelmezés-egészségiigyi varakozasi id6 figyelmen kiviil hagyasa a hatéanyagok
megjelenését eredményezheti az allati eredetii élelmiszerekben (pl. hus, tojas, tej). A
meghatarozott maximalis szermaradék-hatarértéket [maximum residue limit (MRL)] meghaladd
antibiotikum-szermaradékok kiilondsen nagy kozegészségligyi veszélyekkel jarnak (SWANN
1969). Az EU-ban az allati eredetii élelmiszerekben megengedheté MRL-értékeket a
470/2009/EK rendelet szabalyozza (EUROPEAN PARLIAMENT AND COUNCIL 2009a).



Az allatgybdgyaszati hatdanyagok felszini vizekben torténd megjelenésére egyre nagyobb
figyelem iranyul. A felhasznalt hatdanyagok a kezelt allatok iiritése sordn vagy a kezelt allattol
szdrmaz6 tragya mezogazdasagi terliletekre torténd kijuttatasaval a legelokre keriilhetnek,
ahonnan a szulfonamidok alacsony szorpcids kapacitasa miatt, a talajon keresztiil gyorsan
elérhetik a talajviz szintjét és a felszini vizbazisokat. A kiilséleg alkalmazott készitmények
hatéanyagai a fiirdovizzel juthatnak a helyi csatornahalézatokba, majd az alacsony hatasfoku
szennyviztisztitas kdvetkeztében bekeriilhetnek a felszini vizeinkbe és lassan az ivovizbazisba
(BOXALL et al. 2003, SUKUL és SPITELLER 2006). Eurdpai folyok perzisztens polaros
szennyez6inek vizsgalata soran észak-nyugat-spanyolorszagi folyok vizmintaiban a leggyakoribb
gyogyszermaradvanyok a decoquinate, a sulfamethazine, a sulfamethoxipyridazine és a TRI
voltak (IGLESIAS et al. 2014). A Duna romaniai szakaszanak vizsgalata soran az SMX volt a
leggyakoribb szennyez6 a vizsgalt antibiotikus hatasu vegyiiletek kozott, de a TRI is a mintak
tobb mint felében kimutathatdo volt (CHITESCU et al. 2015). A kiilonb6z6 tanulmanyokban
elérhetd DTsp-értékek nagy variabilitdst mutatnak bizonyos szulfonamid-tipusti hatéanyagok
esetében, amelynek elsddleges oka a vizsgalt kornyezeti matrix mikrobidlis kozdsségének
Osszetételében ¢és aktivitdsdban megfigyelhetd kiilonbségekkel magyardzhatd. Bizonyos

tanulmanyokban — f6leg, ahol standard moédszerekkel (pl. 1SO 11734:1995, OECD 301D)
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kiindulasi vegylilet koncentraciojanak csokkenése. Madas tanulmanyokban azonban a
szulfonamidok gyors lebomlasarol szamolnak be (BARAN et al. 2011). Felszini vizekben a
direkt fotolizis, amely soran kevésbé perzisztens bomlastermék (3-amino-5-metil-izoxazol) jon
1étre, korlatozza az SMX perzisztens jellegét, igy a direkt fotolizis fontos szerepet jatszik e
hatdanyag felszini vizekben torténd lebomlasdban (LAM és MABURY 2005).

A szulfonamidok toxicitasat vizsgaltak tobbek kozott kiillonbozo algafajok, békalencse,
vizi gerinctelenek és halfajok esetében egyarant (PARK és CHOI 2008, BIALK-BIELINSKA et
al. 2013, JOHANSSON et al. 2014), tovabba igazoltak a szulfonamidok és bizonyos nehézfémek
kozott fellépd szinergens hatasok kialakulasat is (YU et al. 2014). A TRI esetében kiilonb6z6
tanulmanyokban vizsgéaltdk a vizi szervezetekre gyakorolt toxikus hatdsok kialakulasat (DE
LIGUORO et al. 2012) és D. magna tesztszervezeten vizsgaltak multigeneracios hatasait is
(BONA 2014), tovabba hal- (ECsp = 671,8421,8 mg/l) és emldssejtvonalakon (ECsy =
611,64+20,4 mg/1) igazoltak genotoxikicitasat (PAPIS et al. 2011).



2.3. Neonikotinoid-tipusiu  hatéanyagok jellemzése és felhasznalasa a  kémiai

novényvédelemben

A neonikotinoid-tipust hatdanyagok — ahogy arra az elnevezésiik is utal — hatasukban és
kémiai szerkezetiikben valamelyest a nikotinhoz hasonlitd vegyiiletek. A nikotin természetes
eredetli idegméreg (SANCHEZ-BAYO et al. 2013). A neonikotinoidok heterociklusos
gylrtijéhez, amelyet jellemzéen egy 2-klor-piridil- vagy 2-klor-1,3-tiazo-csoport alkot,
kapcsolodo farmakofor részlet alapjan harom csoportba sorolhatok: (i) N-nitro-guanidinek [pl.
clothianidin (CLO), imidacloprid (IMI), thiamethoxam (TMX)], (ii) nitro-metilének (pl.
nitenpyram), (iii) N-cianamidok [pl. acetamiprid (ACE), thiacloprid (TCL)] (JESCHKE et al.
2011, GOULSON 2013). Az alapszerkezethez kapcsolodd tovabbi szubsztituensek jellege
alapjan tovabbi harom osztalyba csoportosithatok: (a) 6ttaga gytrls szerkezet (pl. IMI, TCL), (b)
hattagti gylrts szerkezet (pl. TMX), (c) nem ciklusos szerkezet (pl. ACE, CLO) (KRAMER és
SCHIRMER 2007). Az altalunk vizsgalt neonikotinoid-tipusu hatébanyagok kémiai szerkezete a
3. melléklet Il. tdblazataban talalhaté meg.

Az elsd kereskedelmi forgalomban kaphaté neonikotinoid-tipust hatdéanyag az IMI az
1990-es évek elején keriilt hasznalatba (KOLLMEYER et al. 1999). Napjainkban a
neonikotinoid-készitmények a legelterjedtebb felszivodd hatasu rovarolék a vilagpiacon
(SIMON-DELSO et al. 2015). 2014-ben a neonikotinoidok tették ki a globalis novényvéddszer-
piac tobb mint 25%-at. A neonikotinoidok felhasznaldsanak 75%-a Latin-Amerikaban, Azsidban
és Eszak-Amerikéban, 11%-a Eurépaban valosult meg (BASS et al. 2015).

A neonikotinoid-tipust hatéanyagok az acetil-kolin agonistai a nikotinos acetil-kolin-
receptorokon (de nem a muszkarinos acetil-kolin-receptorokon). Az acetil-kolinéhoz hasonlo
szerkezetiik miatt, az ingeriilet tovabbitdsa soran az acetil-kolinnal versengve megkdtddnek a
nikotinos acetil-kolin-receptorokon elfoglalva a neurotranszmitter helyét a neuron
posztszinaptikus membranjaban, folyamatos ingeriiletkeltést eredményezve. A receptorokon vald
megkotdédés a rovarok esetében irreverzibilis (BUCKINGHAM et al. 1997, ZHANG et al.
2000), igy az ingeriilet tovabbitasanak allandosulasa (a lecsengés blokkolésa) a rovar pusztulasat
eredményezi (TOMIZAWA és CASIDA 2005). A neonikotinoidok olyan széles hatasspektruma,
nem szelektiv rovar6l6k (MORRISSEY et al. 2015), amelyek a novények gydkerén at a talajbol
vagy permetezést kovetden a levelek és mas zold lagy részek feliiletén keresztiil felszivodnak,
majd a ndvényi szallitészoveteken keresztiil minden ndvényi szovetbe bekeriilnek, igy a ndvény
minden része védetté valik a rovarkartevok artalmaival szemben (BYRNE ¢s TOSCANO 2006,
BONMATIN et al. 2014). A neonikotinoid-készitmények kijuttatasa és a novények kezelése

kiilonb6zé modokon torténhet: legnagyobb részben kiilonboz6 vetdbmagok csavazoszereként, de

10



hasznaljék talajfertétlenitésre granuldtumként, levélpermetként, fadllomanyok esetében torzsbe
injektalva, tovabba palantak bemeritéses kezelésére is (BYRNE et al. 2012, SIMON-DELSO et
al. 2015). A kezelések soran a hatdéanyagokkal torténd kozvetlen kontaktus, tovabba azok
elfogyasztasa letalisan hat a kiilonb6z6 szajszervekkel rendelkezé és a talajban €16 larvaallapota
rovarkartevékre (GUPTA ¢és MILATOVIC 2014). Hatasmechanizmusuk miatt azonban karos
hatast gyakorolnak a novényeket latogatd és beporzéd (pl. méhek, lepkék) nem célszervezetekre
iIs. A toxikus hatast a neonikotinoid-permetcseppek és a szantofoldi novények szoveteibol
kivalasztott guttacids cseppek kozvetlen kontaktusa révén fejtik ki (GIROLAMI et al. 2009,
MORTL et al. 2017, 2019, 2020), tovabba a pollen és nektar begytijtésén keresztiil, amely akar a
kaptarlakok kronikus kitettségét is eredményezheti. Beporzokra gyakorolt fokozott toxicitasuk
kovetkeztében a neonikotinoid-tartalmu készitmények felhasznalasa szigortian korlatozott az EU
teriiletén, ugyanis 2013-ban az EU kozosségi szinten visszavonta vagy korlatozta bizonyos
hatéanyagok (CLO, IMI, TMX) engedélyét, melynek kovetkeztében a kétszintli engedélyezés
értelmében a tagorszagok sajat hataskorben szabalyoztak a készitmények felhasznalasat
(EUROPEAN COMMISSION 2013a). A neonikotinoidok tudomanyos szakértdi feliilvizsgalatat
kovetéen (FRYDAY et al. 2015) a CLO, IMI, TMX hatéanyagok alkalmazasa betiltasra keriilt,
de a korlatozasok nem érintik a zart {iveghdzas technoldgidkban torténé alkalmazasukat
(EUROPEAN COMMISSION 2018a, 2018b, 2018c). Mas neonikotinoid-tipusit hatéanyagok,
mint az ACE, amely méhveszélyessége még csak nem is jeloléskoteles, valamint a TCL tovabbra
is felhasznalhatok az EU teriiletén (EUROPEAN COMMISSION 2018d, OCSKO et al. 2020). A
jogi szigoritasok hatasara hazankban 25 neonikotinoid-készitmény forgalomba hozatali és
felhasznalasi engedélyei keriiltek visszavonasra vagy modositasra, elssorban a szabadfoldi
felhasznalasokat illetéen. A hazankban jelenleg engedélyezett neonikotinoid-tipust
készitmények a formulacid tipusa alapjan tobbnyire vizoldhaté granuldtumok, koncentratumok,
porok vagy olajalapu/vizes szuszpenziok. Az engedélyezett készitmények szamos ndvényi
kultardban (pl. alma, burgonya) ¢és szadmos kartevé (pl. levéltetvek, molyfélék) ellen
felhasznalhatdk, azonban bizonyos készitmények csak zart rendszerekben alkalmazhatok, a l1égi
kijuttatasra vonatkozo korlatozasok és az (in. Magas Természeti Ertékii Teriiletekre vonatkozo
eldirasok figyelembevétele mellett (FVM 2009, NEBIH 2021c).

A neonikotinoidok fizikokémiai tulajdonsagaik (pl. vizoldhatosag, bizonyos mértékii
perzisztencia) és nem megfelelé névényvédelmi technologiak kovetkeztében felhalmozddhatnak
a talajpan (MORTL et al. 2016) és megjelenhetnek a felszini vizekben, ahol karos hatast
gyakorolhatnak az ott é16 nem célszervezetekre (VEHOVSZKY et al. 2015, SANCHEZ-BAYO
et al. 2016, MORTL et al. 2020). A neonikotinoid-tipust hatéanyagok terjedése a talajban és a
talajvizben szamos paramétertdl fiigg (pl. szervesanyag-tartalom, pH) (MORRISSEY et al.
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2015). Bizonyos hatdéanyagok (pl. ACE) biodegradacidja ismert a talajban (SANCHEZ-BAYO et
al. 2013), azonban vizi kornyezetben semleges vagy savas pH mellett és anaerob koriilmények
kozott hidrolizissel szemben viszonylag ellenallbak (MORRISSEY et al. 2015). Tiszta vizben
bizonyos neonikotinoid-tipusu hatdéanyagok (pl. CLO, IMI, TMX) gyors fotolitikus lebomlasa
kovetkezik be (CCME 2007, PENA et al. 2011), melynek eredményeként potencialisan toxikus
els6dleges és masodlagos metabolitok keletkezhetnek (GOULSON 2013). A neonikotinoidok
kornyezeti koncentracidinak vizsgédlata soran egy amerikai kukoricafold mellett begylijtott
felszinivizmintak esetében a CLO minden mintaban kimutathat6 volt, és koncentracioja elérte a
43,6 pg/l-t, tovabba 98,7%-os aranyban igazoltak a TMX jelenlétét, amelynek maximalis
koncentracidja 16,5 pg/l volt (ANDERSON et al. 2015, SCHAAFSMA et al. 2015). Hazai
felszinivizmintak nagy részében, habar a mennyiségi meghatarozasi hatar alatt, de igazolhato
volt a neonikotinoidok, elsésorban a TMX és bomlastermékeként a CLO jelenléte, azonban a
nyari iddszakokban &atmenetileg sekély viztestekben, esdzéseket kovetden a meghatdrozott
koncentraciok 10—41 pg/l kozott alakultak (SZEKACS et al. 2015).

A neonikotinoid-tipusu hatéanyagok napjainkra ubikviter felsziniviz-szennyezokké
valtak, igy szdmos kockdzatot jelentenek a vizi szervezetekre, ugyanis valtozasokat idézhetnek
elé az ¢éldszervezetek fiziologias paramétereiben és viselkedésében (BOWNIK et al. 2017,
ZHANG ¢és ZHAO 2017). A kiilonb6z6 neonikotinoid-tipusu hatdéanyagok vizi szervezetekre
gyakorolt hatasait tobb tanulmanyban vizsgéltak kiilonb6z6 alga, vizi gerinctelen ¢€s hal
tesztszervezeteken (FINNEGAN et al. 2017, RABY et al. 2018). Az emldsok és mas gerincesek
kevésbé érzékenyek a neonikotinoid-tipusti hatéanyagok toxikus hatdsaival szemben, mivel a
nikotinerg acetil-kolin-receptorok a rovarok idegrendszerében joval nagyobb aranyban vannak
jelen, mint a gerincesekben (SIMON-DELSO et al. 2015).

2.4. A glyphosate jellemzése és felhasznalasa a kémiai novényvédelemben

A glyphosate [N-(foszfonometil)-glicin (GLY)] a glicin természetes aminosav
foszfonometil-szarmazéka, szerkezetét és megjelenési formajat tekintve kristalyos, fehér,
szagtalan, szilard halmazallapotu vegyiilet, amely két savas funkcios csoporttal is rendelkezik: a
karboxil- és a foszfonilcsoprotokkal. Az egyértékii karboxilcsoport egyetlen disszocidbilis H*-
ionnal rendelkezik, a haromértéki foszfonatcsoportdl két H'-ion képes disszocilni (a harmadik
csak sz¢lsdségesen lugos koriilmények kozott) (DILL et al. 2010). A GLY kémiai szerkezetét a 3.
melléklet 111. tablazata mutatja be. A vegyiiletet 1950-ben Henri Martin allitotta el6, de gyomirtd
hatasara csak 1971-ben dertilt fény a Monsanto vizsgalatai soran, melyet kovetéen az els6 GLY-

készitmény ROUNDUP néven 1974-ben keriilt kereskedelmi forgalomba (DILL et al. 2010). A
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nem szelektiv hatdsu GLY-tartalmua készitményeket eredetileg szant6foldi kultirdk preemergens
(kelés elotti) gyomirtasara, ruderalis teriiletek és csemetekertek gyommentesitésére hasznaltdk
(SZEKACS 2006, DARVAS et al. 2011), igy a készitmény kijuttatisinak idébeni
korlatozottsaga jelentds hatast gyakorolt a GLY éves kijuttatdsi mennyiségeinek alakuldsara. A
GLY hatdanyaggal szemben tolerans GM-novényfajtak megjelenésével (az EU-ban nincs vetési
engedélylik) lehetévé valt a posztemergens (kelés utani) alkalmazéds is, igy a GLY
felhasznalasanak mértéke az amerikai kontinensen jelentdsen megemelkedett (GOWER et al.
2002), novelve a hatdéanyag kornyezeti kockazatait. A napjainkban is vilagszinten piacvezetd
hatoanyag globalis éves felhasznalasa kiemelkedd, 2014-ben elérte a 826 millio kg-ot
(SZEKACS és DARVAS 2012, 2018, BENBROOK 2016). 2012-ben a globalis GLY piac kb.
17%-a valosult meg Europaban (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH 2014).

A GLY hatasmechanizmusa alapjan az aromds aminosavak (fenil-alanin, triptofan,
tirozin) bioszintézisének gatloszerei koz¢ tartozik. A GLY gatolja a ndvényekben lezajlod
sikiminsav-anyagcsereutat, amelynek kovetkeztében a novényeken a korai oregedés jelei és
nekrotikus elvaltozasok alakulnak ki, majd a névény rovid idon beliil elpusztul (SZEKACS
2006). A GLY a foszfoenol-piruvat analogjaként képes bekotédni annak helyére,
megakadalyozva ezzel az aromas aminosavak bioszintézisének kdzponti intermediere [az 5-enol-
piruvil-sikiminsav-3-foszfat (EPSP)] kialakulasat katalizaldo enzim, az EPSP-szintetaz
mikodését. A GLY altal gatolt metabolikus it minden magasabb rendii névényben megtalalhatd,
igy alkalmazdsa minden szarazfoldi és vizi novényi szervezet elhalasat eredményezi
(BOOCOCK ¢és COGGINS 1983). A ndvényvédelemi készitményekben a GLY soit (pl. GLY-
izopropilammonium-so, GLY-IPA; -diammoniumso; -trimetil-szulfoniumso) hasznaljak fel aktiv
hatdanyagként, a hatoanyag vizben valé oldhatésaganak fokozasa érdekében (SZEKACS 2006,
DEFARGE et al. 2016, TRAVLOS et al. 2017), megtartva annak gyomirtd tulajdonsagait. A
kiilonb6zd GLY formék vizoldhatosadganak sorrendje a vizben legkevésbé oldhato feldl indulva a
kovetkez6: GLY szabad sav, GLY-ammoniumsd, -natriumso, -kaliumso, -IPA-s6, -trimetil-
szulféninumso (TSUT és CHU 2003, SZEKACS és DARVAS 2018).

A GLY-tartalmu készitményeket a szant6foldi ndovénytermesztésben a gyomirtason kiviil
allomanyszaritasra (deszikkaldsra) is alkalmazzak, amellyel a ndvény betakarithatosagdnak
1d6pontja elébbre hozhat6 és a potlolagosan, szaritasra hasznalt engergiamennyiség csokkenthetd
(WHIGHAM ¢és STOLLER 1978), tovabba felhasznaljak nem mezdgazdasagi muiivelés alatt allo
teriiletek (pl. sinpalyak) gyommentesitése soran is (BENBROOK 2016). A hazankban érvényes
engedéllyel rendelkezd, a GLY kiilonbozd formait (pl. GLY-IPA-, -kalium-, -diammoniumso)
tartalmazd készitmények a formulaci6 tipusa alapjan tobbnyire folyékony vizoldhatd

koncentratumok ¢és vizoldhat6 vagy vizben diszpergalodd granulatumok. Az engedélyezett
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készitmények szdmos ndovényi kultirdban (pl. napraforgd, repce, szdja) alkalmazhatok az Gsszes
éveld, nem éveld, egy- és kétszikli gyom ellen, tovabba totalis gyom- és sarjirtasra, valamint
alloméanyszaritasra, a légi kijuttatasra vonatkozé korlatozasok és az un. Magas Természeti Ertékii
Teriiletekre vonatkozo eldirasok figyelembevételével (FVM 2009, NEBIH 2021c).

A GLY amfoter jellegh vegylilet, igy egyszerre rendelkezik savas ¢és bazikus
tulajdonsagokkal, ezért vizoldhatéosaga kivalo, s a kiillonbozd kornyezeti mintakbdl torténd
kimutatasa nehézkes (BOTERO-COY et al. 2013). Természetes koriilmények kozott a GLY
felezési ideje (DTsp) nagymértékben fiigg a kiilonb6z6é kornyezeti tényezoktol (pl. hémérséklet,
mikrobialis aktivitas, fémionok jelenléte) (DARVAS et al. 2011). Els6dleges bomlasterméke az
amino-metil-foszfonsav (AMPA), a kiindulasi vegyiiletnél sokkal mobilisabb, ezért fokozott
terhelést gyakorolhat kornyezetiinkre (DUKE és POWLES 2008). A GLY talajba keriilve a
fémionokkal komplexet képez, amely a csapadékkal konnyen a mélyebb talajrétegekbe és a
talajvizbe mosddhat (VEREECKEN 2005). A GLY felszini vizekben valdo megjelenése mara
globalisan tapasztalhato jelenséggé valt. Az ausztral, azsiai és amerikai foldrészeken a felszini
vizekben megjelend GLY-tartalom atlagos értéke kb. 150 ug/l, de ahol a GLY-tlir6 GM-n6vények
termesztése, valamint a GLY-tartalma készitmények allomanyszaritasra vald felhasznalasa
jelentds mértékii, a GLY koncentracidja elérheti akar az 5 mg/l-es nagysagrendet is (EDWARDS
et al. 1980, COUPE et al. 2012, MARDIANA-JANSAR és ISMAIL 2014, SZEKACS és
DARVAS 2018), foként a kezelt teriiletek melletti vizfolydsokban és nagyobb es6zéseket
kovetden. Az eurdpai felszinivizmintdkban meghatarozott GLY-tartalom sok esetben elérte a 4
pg/l-t (KJAER et al. 2005, HANKE et al. 2010), amely jelentés mértékben atlépi az EU-ban
novényvédd szerekre vonatkozd megengedhetd szennyezettségi hatarértéket (0,1 ug/l)
(EUROPEAN PARLIAMENT AND COUNCIL 1998). A hazankban mért GLY-szint a felszini
vizek esetében (540980 ng/l) (MORTL et al. 2013, SZEKACS et al. 2015), jelenleg az EU-ban
még elfogadhato szint alatt marad, azonban a GLY-tiir6 GM-fajtak eurdpai engedélyezése a
felszini vizek GLY-szennyezettségének megemelkedéséhez vezetne.

A GLY ¢és formazott készitményei vizi szervezetekre gyakorolt hatdsait szamos
tanulméanyban vizsgaltak kiilonbozé fejlettségi szinteken, tobbek kozott kiilonbozd algafajokon
(Prymnesium parvum, Scenedesmus quadricauda) (WONG 2000, DABNEY ¢és PATINO 2018),
nagy vizibolhan (D. magna) (RENO et al. 2018), arvaszunyoglarvakon (Chironomus plumosus)
(FOLMAR et al. 1979), kiilonb6z6 puhatestti- (IUMMATO et al. 2018), hal- (FIORINO et al.
2018) és békafajokon, ahol az ebihalak igen érzékenyen reagaltak a GLY kezelésre (3 mg/l-t6l)
(BACH et al. 2018). A GLY teratogén (CARRASCO 2013), genotoxikus (TOWNSEND et al.
2017), citotoxikus (MESNAGE et al. 2013a, 2013b, TOTH et al. 2020), hormonmodulans
(DEFARGE et al. 2016, MESNAGE ¢és ANTONIOU 2017), valamint maj-és vesekarositd
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(LARSEN et al. 2012) hatasait tobb kutatocsoport is igazolta kiillonbdz6 gerinctelen és gerinces

tesztszervezeteken, tovabba kiillonb6zé sejtvonalakon.

2.5. A feliiletaktiv anyagok jellemzése és szerepe az allatgyogyaszati és novényvédoszer-

készitményekben

Az allatgyogyaszatban és a kémiai novényvédelemben felhasznalt készitmények az aktiv
hatéanyagaikon kiviil kiilonb6zé adalékanyagokat is tartalmaznak. A készitményekben
megtalalhatd adalékanyagok egyik f6 csoportjat a formézoanyagok képezik, amelyeket
kiilonb6zé szempontok alapjan (pl. tulajdonsagaik ¢és funkcidjuk) csoportosithatjuk. A
formazoanyagokat funkcidjuk alapjan csoportositva, a feliiletaktiv anyagok (detergensek)
alkotjak a legfontosabb csoportot, melyek kozé tartoznak az emulgatorok, diszpergaloszerek és
nedvesitdszerek. A kiegészitd funkcidt megtestesitd vivéanyagok halmazat a folyékony
oldoszerek és a szilard hordozdanyagok alkotjak. A formazoszerek tovabbi csoportjait tobbek
kozott a kémiai identitds meglrzését Dbiztositd stabilizaloszerek, antioxiddnsok és
konzervaloszerek alkotjak (TU és RANDALL 2001). A forméazoanyagokon beliil adjuvansnak
nevezzilk azokat az adalékokat, amelyek elsddleges célja, hogy fokozzdk a készitmény
hatékonysagat és bioldgiai hozzaférhetdseégét, azaltal, hogy novelik az oldhatdsagot, adszorpciot
¢és a hatdanyag felszivodasat (BURAKOVA et al. 2017). A tovabbi adalékanyag-csoportok (pl.
festékanyagok, szaganyagok riasztbanyagként segitik el a biztonsdgos felhasznalast)
alkalmazasa els6sorban a felhasznalashoz és a Kijuttatashoz kothetd, igy kozvetleniil nem
befolyasoljak a készitmény hatékonysagat (FOY 1987, DE ALMEIDA et al. 2010).

A feliiletaktiv anyagok ipari (pl. kozmetikumok, tisztitdoszerek, koolajtermékek) és
haztartasbeli (pl. mos6-, mosogaté-, tisztitdszerek) alkalmazasa mellett kiemelt figyelmet kell
forditani azok allatgydgyaszati és mezOgazdasagi felhaszndlasara is. A feliiletaktiv anyagok
globalis piaca 2016-ban megkdzelitdleg 35 milliard dollar bevételt jelentett a gyartok szamara,
amelybdl a novényvédelmi célu felhasznaldsra szant detergensek piaca meghaladta az 1,4 millid
dollart (KUMAR 2018). A vilag éves feliiletaktivanyag-felhasznalasa 2018-ban meghaladta a 16
millié6 Mt értéket. Eurépaban a globalis fogyasztas 25%-a valosult meg, amely 3%-kal csokkent
2015 ota (IHS MARKIT 2018). A feliletaktiv anyagok sajatos kémiai szerkezetiiknek
koszonhetden hidrofob és hidrofil részeket egyarant tartalmaznak, vagyis egyszerre rendelkeznek
zsir- és vizoldékony részekkel (DI CORCIA 1998). A feliiletaktiv anyagok csoportositasa
altalaban a hidrofil rész természete alapjan torténik, ennek megfelelden megkiilonboztethetiink

anionos, kationos, nem ionos és amfoter detergenseket (KROGH et al. 2003).
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Az éllatgyogyaszatban alkalmazott feliiletaktiv anyagokat fert6tlenitoszerként, feliileti
tisztitoszerként és az allatok filirosztésére alkalmas szerekként hasznaljak fel. A készitményekben
adjuvansként alkalmazott formazoszerek elésegitik a gydgyszerhatdbanyagok oldodasat, erdsitik a
membranok permeabilitasat és fluiditasat, meghosszabbitjak a hatéanyagok tartdozkodasi idejét a
gasztrointesztinalis rendszerben, tovabba megvédik a hatdanyagokat a béliiregében torténd
enzimatikus (luminalis) lebontastdl és metabolizmustol a bélfalban (FOSTER 1998, KLINK et
al. 1998). A kiilonbozo polaros vegyiiletek biologiai hozzaférhet6sége az oldhatdsagi jellemzok
befolyasolasa nélkiil fokozhatoé abszorpcidfokozd segédanyagok alkalmazasaval (MURANISHI
1990, SWENSON ¢és CURATOLO 1992). A vakcindkban alkalmazott detergensek novelik az
antigének immunogenitasat, igy nagymértékben hozzajarulnak az immunvalasz kialakitdsdhoz
(MCELRATH 1995), tovabba a vizes és olajos fazisok elkiiloniilését leggyakrabban nem ionos
detergensek (pl. nonil-fenol-etoxilat) alkalmazasaval akadalyozzak meg (TOTH et al. 2016).

A kiilonbozd, novényvédd szerekben felhasznalt feliiletaktiv anyagok elsddleges célja,
hogy fokozzéak a készitmény hatékonysagat és bioldgiai hozzaférhetoségét azaltal, hogy novelik
az aktiv hatdanyag vizoldhatosagat és felvehetdségét, fokozzédk a hatdanyag adszorpcids
képességét, kornyezeti stabilitdsat €és biologiai hatdsat, tovabba eldsegitik a hatéanyag
al. 2014). Emellett novényvédd szereknél is alkalmaznak figyelmeztetd festékanyagokat
adalékanyagként. A linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS) az anionos detergenseknek a vilagon
a legnagyobb mennyiségben eldallitott csoportja, amelyet jelentés mértékben hasznéalnak fel
adjuvansként a novényvéddszer-készitményekben (CORADA-FERNANDEZ et al. 2018). A
nem ionos poliéter-metil-sziloxanokat is gyakran alkalmazzak a kiilonb6z6 novényvéddszer-
készitmények formazasdban soran, wugyanis hidrofil tulajdonsaguknak k&szonhetden
nagymértékben ndvelik a készitmény csapadék altali lemosodassal szembeni ellenéllo
képességét, igy fokozzak az aktiv hatdanyag aktivitasat és hatékonysagat (KNOCHE 1994,
VENZMER 2011). A nem ionos detergensek koziil eldszeretettel alkalmazzak tovabba tobbek
kozott az alkil-poligliikozidokat (APG), a polietoxilalt aminokat és a szekunder alkohol-etoxilat
vegylileteket is ndvényvéddszer-készitmények formazasa soran (LEMING 2009). A névényveédd
szerekben az APG-vegyiileteket elsésorban a viz feliileti fesziiltségének csokkentésére
alkalmazzak, mivel alacsony koncentracioban micelldkat, mig magasabb koncentraciokban
liotrop folyadékkristalyokat képez (SULEK et al. 2013). A polietoxilalt amin-tipust detergensek
kémiai szerkezete altalaban allati (pl. faggyu) vagy novényi (pl. kokuszolaj) eredetii lipidalapt
aminbdl és etilén-oxid-oligomerbdl tevddik Ossze, ahol az etilénoxidlancok hossza eltérd lehet. A
detergenscsoport legfobb képvisel6i a polietoxilalt faggyuaminok, amelyek egy allati eredetii

faggyuzsirsavamin molekularészbél és két, ismétlodoé etilén-oxid-egységekbdl allo lancbol
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tevédnek 0ssze (EFSA 2005, MESNAGE et al. 2019). A faggytamin molekularész
palmitinsavbdl, sztearinsavbol és olajsavbol szarmazd aminokbdl és egyéb kisebb
komponensekbdl allo keverék (LAWRENCE 1994, TUSH et al. 2013, MESNAGE et al. 2019),
amely a novényi részek feliiletén atjarhatova teszi a viaszos kutikulat, ezzel eldsegitve a

A polietoxilalt faggytiaminok roviditése a szakirodalomban nem egységes: torténhet a
molekularészek kiilon-kiilon feltiintetésével, a polietoxilalt alkilamin szerkezet jelzésével vagy a
kétféle rovidités kombinacidjaként. A legszabatosabb — és a vonatkozd novényvédd szeres
szakirodalomban a kozelmultban megjelent — elnevezés ,,POE” roviditéssel jelzi a polietoxilalt
kémiai jelleget, és ehhez kapcsolodhat az amin eredetének (faggyu, lipid) és/vagy a
szénldnchossz megjelolése. Ezen rovidités szerint az atlagosan 15 szénatomos (pentadekan)
hosszisagu alkillancot tartalmazo, faggyteredetli polietoxildlt amin roviditése ,,POE 15
faggyuamin”. Emellett a szakirodalomban legaltalanosabb — korabbi — rovidités a polietoxilalt
faggyuaminokra (a lanchossz jeldlése nélkiil) POEA, mely révidités nem veszi tekintetbe, hogy a
polietoxildlt aminok nemcsak faggyteredetiieck lehetnek. Bar az el6bbi roviditéstipus
szabatosabb, a dolgozatomban mégis az utobbi roviditést hasznalom, tekintettel arra, hogy
munkamban kizarélag faggytalapti szarmazékkal dolgoztam, illetve, hogy valamennyi
kozleménylinkben a régebbi, POEA alakot szerepeltettiik.

Az allatgyogyaszati €és novényvédOszer-készitményekben megtalalhato kiilonbozo
adalékanyagokat (pl. feliiletaktiv anyagokat) korabban inaktiv komponenseknek mindsitették a
készitmény biologiai fOhatdsdnak szempontjabol. Az utdbbi években azonban szdmos
tanulmanyban igazoltak a formazoszerek magas 0nallo toxicitasat, valamint az aktiv
hatéanyag(ok) és az adalékanyagok egyiittes fokozott toxicitasat, tobbek kozott a GLY és a
formazott készitményeinek eldallitasa soran felhasznalt POEA esetében is (TSUI ¢s CHU 2003,
MESNAGE et al. 2014). A POEA formazoanyagként valo alkalmazasa GLY-tartalmu
készitményekben az EU hatdlyos jogi szabalyozésanak értelmében betiltasra keriilt
(EUROPEAN COMMISSION 2016). A feliiletaktiv anyagok jelentds mértéki eldallitasanak és
felhasznalasanak kovetkeztében a detergensek és metabolitjaik, tovabba bomlastermékeik a
kiilonb6z6 mezdgazdasagi, ipari €s haztartasi felhasznalasuk nyoman konnyen megjelenhetnek a
kiilonb6z6 kornyezeti elemekben, igy tobbek kozott a felszini vizekben, a talajban, az iiledékben
és akar az ivovizben is (KNEPPER és BERNA 2003, BERGE et al. 2018), igy a vizi

szervezetekre és kozosségekre gyakorolt hatasok vizsgalata kiemelt jelentdségii.
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2.6. A tesztek soran felhasznalt vizi szervezetek és életkozosségek jellemzése és

alkalmazasa az 6kotoxikologiaban

2.6.1. A nagy vizibolha (Daphnia magna)

A nagy vizibolha (Daphnia magna Straus, 1820) rendszertanilag az agascsapu rakok
(Cladocera) rendjébe, a levéllabt rakok (Branchiopoda) osztalyaba és az izeltlabuak
(Arthropoda) torzsébe tartozd elsésorban algdkat fogyasztd vizi gerinctelen Szervezet.
Természetes él6fordulasat tekintve édesvizi allovizekben igen gyakori faj, de brakkvizekben
(félsos) is eléfordulhat. A nagy vizibolha esetében az ivartalan (szliznemzés) €s az ivaros
szaporodasi forma is ismert (KRISKA 2004, EBERT 2005, VANOVERBEKE et al. 2007).

A nagy vizibolha napjainkban is elészeretettel és nagy gyakorisaggal alkalmazott vizi
tesztszervezet az Okotoxikologiai vizsgalatok sordn, mivel laboratériumban konnyen tarthatd és
szaporithato rovid generacios idejli faj, tovabba sziiznemzéssel vald szaporodasanak genetikailag
viszonylag egyontetii populaciok allnak rendelkezésre a vizsgalatok soran (LEWIS és WEBER
1985). Atlatszo kiiltakardjanak koszonhetden belsd anatomiai felépitése és az esetleges
elvaltozasok mikroszkop alatt konnyen vizsgalhatok. A D. magna olyan szlirogeté zooplankton,
amely elsddleges fogyasztoként fontos szerepet jatszik az édesvizi taplaléklancokban, tovabba
rendkiviil érzékeny a vizmindségben bekovetkezd valtozasokra, igy kivald indikator fajként és
tesztszervezetként szolgdl a vizi élohelyekbe keriildé vegyi anyagok, mint a kiilonb6zd
allatgyogyaszati €és novényvéddszer-készitményekben megtalalhatd hatd- és adalékanyagok
potencialis toxikus hatasainak vizsgalata és értékelése soran (HAYASAKA et al. 2012). A D.
magna gyakran alkalmazott tesztszervezet szamos Okotoxikologiai standard [pl. akut
immobilizaciés (OECD 2004), reprodukcidés (ASTM 2004, OECD 2012)] és nem standardizalt
[pl. szivritmus mérése (VILLEGAS-NAVARRO et al. 2003), viselkedési vizsgalatokban (REN
et al. 2009), biokémiai biomarkerek (pl. enzimaktivitas) meghatarozasaban (GUILHERMINO et
al. 1996, BARATA et al. 2005)] is. A toxicitasvizsgalatokban a rakfélék érzékenységében
esetenként jelentds kiillonbségek figyelhetdk meg a hasonlo taplalkozasi stratégia és életmod
ellenére, még a rendszertanilag egymdshoz kozel allo fajok esetében is (pl. D. magna,

Ceriodaphnia dubia és Daphnia pulex) (HAYASAKA et al. 2013, TOUMI et al. 2015).

2.6.2. Az algdk jellemzése, kiilonos tekintettel a cianobaktériumokra és a zéldalgafajokra

A felszini vizekben megtalalhat6 algak rendszertanilag prokaridta és szamos eukaridta

torzset (diviziot) magaba foglald, fotoszintézist folytatd €lélénycsoport. Az algak osztalyozasa
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tobbek kozott a fotoszintetikus pigmentek (pl. klorofill-a, -b, -c, karotinoidok) Gsszetétele, a
fotoszintézis eredményeképpen keletkezd tartaléktapanyagok jelenléte, a morfoldgia, vagyis a
testszervez0dés jellege (pl. monadalis-, rizopodidlis-, kokkalis alakok), mikro- ¢és
ultrastrukturalis elemek, tovabba az ostorok mikroszképos szerkezete alapjan torténik (KISS
1998, GRAHAM ¢és WILCOX 2000). A fotoszintetizald algafajok elsédleges termelSként
kiemelt jelentdséglick a vizi 0koszisztémdkban, az oxigéntermelésében, tovabba a természetes
vizek tisztulasi folyamataiban. Eletmédjukat tekintve lehetnek planktonikus (Iebegd életmodot
folytatd fitoplankton) vagy bentonikus (rogzilt ¢letmodot folytatod perifiton) fajok, tovabba egy
kis résziik a neuszton tagjai (a viz-levegd fazishatarok feliiletén ¢€l6k). Az Un. endozoikus
¢letmddot folytatd algacsoportok elsddlegesen olyan €16 szervezetekben fordulnak eld, mint
példaul egyes protozoonok és puhatestiiek, azonban endoszimbiontaként névényi szervezetekben
(pl. mohafélék) is megtaldlhatok. Az algdk testfelépitése az egysejtli, kolonias, fonalas,
lemezszerti felépitéstdl akar a bonyolultabb mar-mar gyokér-, szar-, levélszerl képleteket mutato
testfelépitésig terjed. A kiillonbozo algafajok esetében az ivaros és vegetativ szaporodasi forma
egyarant elé6fordulhat (BOLD és WYNNE 1985, ACS et al. 2006, GUIRY 2012).

A cianobaktériumok (Cyanobacteria-fajok, kékalgafajok) a prokariotak kozé tartozo, a fo
fotoszintetikus pigmentek koziil klorofill-a-t (néhany nemzetségiik klorofill-b-t is) tartalmazo
fajok (GRAHAM ¢és WILCOX 2000). A cianobaktériumok felépitésiiket tekintve egysejtiiek (pl.
Cyanothece major), koloniat alkotok (pl. Microcystis aeruginosa) vagy fonalasak (pl. Anabaena
flos-aquae) lehetnek. A cianobaktériumok szine a kékeszoldt6l az ibolyaig terjed, esetenként
vorosek vagy zoldek, pigmentdsszetételiknek megfelelden (zo6ld: klorofill-a, kék: fikocian,
allofikocian, voros: fikoeritrin). A cianobaktériumok életmodjukat tekintve lehetnek bentikusak
vagy planktonikusak, emellett csak vegetativ szaporodasuk ismert (STANIER és COHEN-
BAZIRE 1977). A kornyezetvédelmi szempontbol igen jelentds gondot el6idézé vizviragzasok
kialakulasaért szamos, elsésorban gazvakuolummal rendelkezé cianobaktérium (pl. A. flos-
aquae, M. aeruginosa) tomeges elszaporodasa a felelés, amelyek koziil tobb faj toxikus hatast,
az altaluk termelt toxinok jelenléte miatt (PAERL ¢s OTTEN 2013).

Az eukariota algak kozé, tovabba a Chlorophyta-torzsbe tartozo zoldalgafajok €lénkzold
szinéért a klorofill-a és -b fotoszintetikus pigmentek a feleldsek, amelyek szinét nem fedik el a
kiegészitd pigmentek (pl. lutein, zeaxantin, neoxantin) (KUMAR ¢és SINGH 1979, KISS 1998,
ACS és KISS 2007). A zoldalgak torzsének becsiilt fajszama kb. 13 000-re tehetd (GUIRY
2012). A zoldalgafajok esetében a vegetativ és ivaros szaporodas egyarant megfigyelhetd
(NASELLI-FLORES és BARONE 2009). A felszini vizek zoldalgakozosségei nélkiilozhetetlen
szerepet toltenek be a vizi Okoszisztémakban, tovabba bizonyos fajok (pl. Ankistrodesmus

fulcatus) részt vehetnek szerves szennyezok ¢€s toxikus vegyiiletek lebontasaban (pl. tributil-6n)
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(MAGUIRE et al. 1984). Jol alkalmazhatok a bioldgiai vizmindsités soran, azonban bizonyos
fonalas zoldalgafajok (pl. Pleodorina indica) tomeges elszaporodasa szintén a felszini vizek
vizmindségének romlasat idézi el6 (WATSON et al. 2015).

A vizi Okoszisztémakban az algafajok alkotjak a vizi okologiai rendszerek elsédleges
termeld szintjét és a biomassza legnagyobb hanyadat, tovabba kulcsszerepet toltenek be a vizek
¢s a légkdr oxigénkorforgasdban, a vizi taplalékhaldzatokban, a tdpanyagtranszport-
folyamatokban, tovabba kivalo indikator szervezetei a természetes vizek mindségi valtozasainak
(SCHAFFER ¢és SEBETICH 2004, JYOTHI et al. 2016). A kémiai novényvédelem soran
kijuttatott herbicidkészitmények algafajokra gyakorolt hatasainak vizsgalata elengedhetetlen a
gyomirtd szerek toxikologia értékelése soran. A kiillonbozd algafajokat széles korben
alkalmazzak kornyezeti bioldgiai monitorozasi vizsgalatok (WU et al. 2017), bioremediacios
tevékenységek (VIDYASHANKAR ¢és RAVISHANKAR 2016) és az Okotoxikoldgiai
vizsgalatok soran, mivel a kiilonbozd torzsek laboratériumi koriilmények kozott torténd
fenntartasa és szaporitasa konnyen kivitelezhetd, gyors szaporodasi és é€letciklus jellemzi 6ket,
tovabba mintavételezésiik egyszerlien megoldhatd (STEVENSON ¢és LOWE 1986,
MCCORMICK ¢és CAIRNS 1994). A nagy vizibolhahoz hasonldoan az algafajok (pl.
Pseudokirchneriella subcapitata) is gyakran alkalmazott tesztszervezetek standard [pl.
algaszaporodas-gatlasi teszt (ASTM 1991, OECD 2006)] ¢és nem standardizalt [pl.
fotoszintetikus aktivitds vizsgalata (BASHIR ¢s CHO 2016), teratogén hatdsok vizsgalata
(DZIENGO-CZAJA et al. 2008), genotoxicitas (MARTINEZ et al. 2015) és bioakkumulacios
tesztek (XU ¢és HUANG 2017)] vizsgalatokban. Az algdk bizonyos fajai igen érzékenyek a
kiilonbozo szerves szennyezok (pl. novényvédd szerek, bizonyos nehézfémek) toxikus hatasaira
(SUROSZ ¢és PALINSKA 2005), azonban az algafajok érzékenységében még azonos taxonokon
belil is jelent6s mértékii eltérések figyelhetok meg (MA et al. 2005).

A fotoszintetikus aktivitds gyakran alkalmazott mérési végpont a fitotoxikus hatasok
vizsgalata soran, mivel mérése lehetdvé teszi a karos hatasok kialakuldsdnak nem invaziv, gyors
indikaciojat. Széles korben alkalmazott modszer a gerjesztett klorofill-a-fluoreszcencia
detektaldsa, melynek mérési elve a legtobb esetben az Un. ,Kautsky-effektuson™ alapszik
(KAUTSKY ¢s HIRSCH 1931). Sotét koriilmények kozott a ndvényi sejtekben atmenetileg
megszlinik a fotoszintézis fotokémiai folyamata, majd a hirtelen nagyintenzitdsu, altalaban
1ézeres gerjesztés hatasara a sejtek klorofillmolekuldi a fényt azonnal abszorbedlni kezdik. A
fotoszintézis optimalis feltételei azonban csak lassabban alakulnak ki, igy az eleinte elnyelt fény
energidjanak csak kisebb hanyada hasznosul a fotoszintézis folyamatdban. A felesleges
fényenergiat a sejtek fluoreszcens fény formajaban visszasugarozzak. Néhany perc elteltével,

ahogy a fotoszintézis folyamata feléled, az elnyelt fényt nagyobb hatasfokkal hasznositja a
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novényi sejt, igy a fluoreszcens sugarzas intenzitdsa fokozatosan lecsokken, majd egy
alacsonyabb értéken allandosul. A ,,Kautsky-effektus” idobeli lefolyasat (kinetikajat) vizsgalo
fluorométereket napjainkban igen széles korben alkalmazzdk a fotoszintézis és a novényi
szervezeteket ér0 stresszhatasok kutatdsa soran, tovabba a novények fiziologias allapotanak

jellemzésére (KRAUSE és WEIS 1984, BAROCSI et al. 2000, LENK et al. 2016).

2.6.3. Felszini vizekben kialakulo biofilmkézosségek

Marschall definicioja alapjan a mikrobialis biofilm az anyag feliiletén immobilizalodott
mikroorganizmusok kozossége, rendszerint bakteridlis eredetli szerves polimermatrixba
[extracellular polymeric substance (EPS)] agyazva. A biofilmek vizes kornyezetben, olyan
ubikviter elterjedésti kozosségek, amelyek térben €és idében nem egyenletesek, és idegen eredetii
szerves ¢és szervetlen anyagokat egyarant tartalmazhatnak. Az igy jellemzett Kklasszikus
biofilmko6zosségek kialakulasahoz altalaban 2—4 hét sziikséges (MARSHALL 1992). A felszini
vizekben kialakuldé biofilmek elsésorban a vizek fotolitikus felszinhez kozeli rétegeiben,
természetes vagy mesterséges viz alatti szubsztratok (hordoz6 feliilet, aljzatok) feliiletén
alakulnak ki. A biofilmek kialakulasat és fejlodését szamos abiotikus tényez6 befolyasolja (pl.
fény, dramlasi sebesség) (ROMANI 2009, PRIETRO et al. 2016). A vizes kozegbe meritett
szilard anyagok feliiletén makromolekulak és kis molekulatomegti, hidrofob molekuldk tapadnak
meg, mely szerves anyagok kondiciondljak a szubsztrat feliiletét. A feliilet fizikai-kémiai
tulajdonsagai megvaltoznak (pl. a feliilet toltése, szabad energidja és viztaszitd képessége) és un.
,kondicionalo6 film” alakul ki (1. abra) (MARSHALL 1992).
lehetdvé, amelyet a sejtfelszin és a szubsztrat felszine kozotti vonzo vagy taszitd erdk (pl. Van
der Waals-féle és elektrosztatikus erdk, hidrofil/hidrofob kolcsonhatasok) hataroznak meg. A
sejtek felszinén megtaldlhatd képletek (pl. flagellum, fimbria) jelentds mértékben eldsegitik a
feliileten torténd megkotddést (JONES ¢és ISAACSON 1983). A fejloédési folyamat eldre
haladasaval a sejtek feliilethez valo kotddése irreverzibilissé valik, amely kiilonb6zd kémiai
reakciok és a biokémiai viszonyok megvaltozasanak eredménye (pl. hidrogénhidas, ionos és
kovalens kotések). A sejtek adaptalodnak a kotott fenotipushoz, €s szaporodasnak indulnak.
Megindul az EPS termelése, és olyan valtozasok kovetkeznek be az anyagcserében, amelyek a
sejt-sejt kozotti kolesonhatasokat erdsitik, majd kialakul a sejtek kozotti kommunikacios
EPS kialakulasat kovetéen a biofilmekben megjelennek az algasejtek, és gyors szaporodasnak

indulnak (1. abra) (MACK és ANDERSON 1975). A biofilmek mikrokdrnyezetében kialakulo
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tapanyaghiany ¢és a felhalmoz6do anyagcseretermékek kovetkeztében a biofilm novekedése
iddvel korlatozotta valik. A biofilmek kiilonbdz0 bioldgiai, fizikai és kémiai hatasok (pl. aramlas
sebességének megvaltozasa, turbulens aramlés, a biofilmek kémiai szerekkel torténd kezelése) és
fiziologias tulajdonsagok (a sejtek olyan enzimeket kezdenek termelni, amelyek lazitjak az EPS
Osszetételét) hatasara diszpergalodhatnak. Bizonyos fajok ujra planktonikussa valhatnak, tovabba
kisebb mikrokolonidk valhatnak le, amelyek ujabb feliileteken megtapadva biztositjadk a
biofilmek terjedését (MARSHALL 1992, GARRETT et al. 2008).

1. A feliilet ,,kondicionalasa” 2. A kolonizacio korai szakasza
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1. abra A biofilmek kialakulasanak fazisai (SCHNURR és ALLEN 2015)

A felszini vizek biofilmkozosségeit fOképp olyan fotoautotrof (pl. algak —
cianobaktériumok, zoldalga- és kovaalgafajok) és heterotrof (pl. baktériumok, gombak és
protozoafajok) mikroorganizmusok alkotjak (10-25%), amelyek az elsGsorban a bakterialis
kozosség altal kivalasztott EPS-matrixba (75-90%) agyazodva helyezkednek el a biofilmen beliil
(CHARACKLIS ¢és MARSHALL 1990, LOCK 1993). A féleg fehérjéket (1-60%),
poliszacharidokat (40-95%), lipideket (1—40%) ¢s nukleinsavakat (1—10%) tartalmazd EPS
biofilmek mechanikai stabilitasat (LEWANDOWSKI et al. 1994, ZHANG et al. 2015). Az EPS
tovabba fontos szerepet tolt be a mikroorganizmusokat ér6 fiziko-kémiai hatasok (pl. kiszaradas,
kémiai fert6tlenités, mechanikus tisztitas) elleni védekezésben (WINGENDER et al. 1999,
RAMASAMY ¢és ZHANG 2005), a szerves €s szervetlen molekuldk megkotésében (BRYERS
1984, FREEMAN et al. 1995) és a biofilmkozosség feliileten torténd megkotédésében
(COSTERTON et al. 1995, JIA et al. 2017). Ugyanakkor az EPS szorpcios kotéhelyként
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szolgalhat tobbek kozott a toxikus szennyezOk (pl. klor-fenolok, PAH-vegyiiletek, atrazine)
szadmara is, de szorpcios képességét jelentds mértékben befolyasolja a viz pH-értéke és az EPS
fizikai allaga (oldott, szol és gél allapot) (LAWRENCE et al. 2001, SUTHERLAND 2001). Az
EPS 6sszetételét befolyasolja a felilleten megteleped6é mikroorganizmusok fajtaja, a biofilm kora
és a kiilonb6z6 kornyezeti tényezok (pl. hémérséklet, pH, tapanyagtartalom) (LI et al. 2001).

A feliilethez kotott baktériumkozosségeket jelentdsen befolydsolja az algakozosség
adhézidja, a szervesanyagok mennyisége ¢s az algaviragzas jelensége (BESEMER et al. 2005).
Az édesvizi biofilmekben kedvezd fényviszonyok mellett az algafajok és az EPS képezik a
biofilmek biomasszajanak jelentds részét (ZIPPEL és NEU 2005, SCHNURR és ALLEN 2015),
ugyanis a fény ¢€s a szervetlen tapanyagok (pl. nitrat és foszfat) megemelkedett szintje pozitiv
hatéssal van az algak novekedésére a biofilmekben (HILL 1996). A biofilmek algakdzdsségeinek
biomasszajat nagymértékben befolyasoljak az dramlasi koriilmények, a hidrologiai valtozasok és
a vizhomérséklet (BATTIN et al. 2003). A kiilonb6z6 mikroorganizmusok szamara a feliilethez
valo kotottség szamos elénnyel jar. A biofilmekben a tdpanyagok kozos mobilizacidja, igy jobb
tapanyagellatas valosul meg a kozOsség tagjai kozott, tovabba a feliilethez torténd kotédés
nagyobb védelmet biztosit a kornyezeti hatasokkal szemben. A biocidekkel szembeni védelem és
a biofilmkozosség tagjai kozotti genetikai informdciocsere lehetdsége fokozottd valik
(MARSHALL 1992, JELENIK-NIKOLICS és LEVAI 2000). A biofilmek fontos szerepet
jatszanak biogeokémiai ciklusokban €s a természetes vizekben megtalalhatd szennyezdanyagok
biologiai lebontasdban (SCHORER ¢és EISELE 1997, LEAR 2016). Pozitiv hatast gyakorolnak a
felszini vizek Ontisztulasi képességére (CAZELLES et al. 1991), valamint taplalékforrasként
szolgalnak a magasabb trofikus szintek él6lényei szamara (ROMANI 2009), és fokozzak az
tiledék stabilitasat a viz erdzids hatasaival szemben (DROPPO 2009). A biofilmeket gyakran
alkalmazzak monitorozasi vizsgalatokban, mivel rovid életciklusuknak koszonhetden gyorsan
reagalnak a kornyezetben bekovetkezd valtozasok hatdsaira. Az aljzathoz rogziilt életmoddnak
koszonhetden kivalo indikdtor szervezetei a lokalis szennyezéseknek, tovabba mikrobialis
kozosségei szamtalan eltérd érzékenységli fajbol tevddnek Ossze €s mintavételezésiik konnyen
elvégezheté (MCCORMICK és CAIRNS 1994, MAGES et al. 2004, MORIN et al. 2016).
Tapanyaghidny esetén a biofilmek bakteridlis kozdsségei kiilonbozé szennyezdanyagokat (pl.
klorozott aromas szénhidrogének) hasznalhatnak szénforrasként (WOLFAARDT et al. 1998). A
biofilmeket szamos tanulmanyban alkalmaztak kiillonb6zé ndovényvéddszer-hatdoanyagok (pl.
diuron, isopruton, methomyl, carbofuran) (SCHMITT-JANSEN és ALTENBURGER 2005,
TIEN et al. 2013, MARGOUM et al. 2015), gyodgyszerhatdoanyagok (PROIA et al. 2013,
CORCOLL et al. 2015), antibakterialis anyagok (pl. triclosan) (LAWRENCE et al. 2009),
valamint nehézfémek (pl. kadmium) (MORIN et al. 2008) hatasainak vizsgalata soran.
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Az édesvizi felszini vizekben kialakuld biofilmek algakozdsségének legdominansabb
csoportjat a kovaalgak vagy kovamoszatok, mas néven: a diatomak (Bacillariophyceae) alkotjak
(BLINN et al. 1980). A kiilonb6z6é kovaalgakat, tobb mint 10 éve rutinszeriien alkalmazzak a
felszini vizek szerves- ¢és tdpanyagszennyezésének felmérésére, mivel kivald biologiai
indikatorai a felszini vizek okologiai allapotvaltozasanak. Az EU-ban a 2000-ben hatalyba 1épett
Viz Keretiranyelv értelmében, a felszini vizek 6kologiai allapotmindsitését 6t €lélénycsoport,
tobbek kozott a kovaalgdk taxonomiai és funkciondlis Osszetétele alapjan kell elvégezi
(EUROPEAN PARLIAMENT AND COUNCIL 2000). A kovaalgak vizsgalatan alapuld
vizmindsités elsdsorban a diatdbmaindexek, mint példaul az integralt szennyezettségi index (index
of pollution sensitivity, IPS) alkalmazasaval valosul meg (ACS et al. 2006, LISKA et al. 2015).
A diatomaindexek alkalmazasa a fajok szintjén alapszik, azonban a faji meghatarozas
pontatlansagai miatt egyre elterjedtebbé valtak a tovabbi mutatok, tobbek kozott a bioldgiai
jellegek (trait-ek) (pl. életforma, okologiai guild-ek, sejtméret) vizsgalatan alapuldé modszerek
(PASSY 2007a, BERTHON et al. 2011, RIMET és BOUCHEZ 2011). A biologiai jelleg-alapt
(trait-alapti) vizsgalatok azonban elsdsorban kis vizfolyasu folyokra korlatozodtak (PASSY
2007a, RIMET és BOUCHEZ 2011, STENGER-KOVACS et al. 2012, LAW et al. 2014). A
nagy vizhozamt folyok esetében az IPS-index alkalmazéisa bizonyult megfelelobbnek az
Okologiai guild-ek hasznalataval szemben, azonban a biologiai jelleg-alapt modszerek
alkalmazasa kivaloan kiegészitik az Gkologiai allapotértékelés folyamatat (TRABERT et al.
2017). A biofilmeken elvégzett vizsgalatok eldnye, hogy a kiilonb6z6 szennyezd anyagok karos
hatésai kozosségi szinten is vizsgalhatok, tovabba az egy fajon végzett vizsgalatokkal szemben
az Osszetett ¢€letkdzosségi szintli vizsgdlatok jobban reprezentdljak a kornyezetben lezajlo
természetes folyamatokat, mivel természetes koriilmények kozott nemcsak egy faj egyedei,
hanem kiilonb6z6 fajok népességei keriilnek kapcsolatba a kornyezetiikbe kertiild
szennyezdanyagokkal. A biofilmvizsgéalatok — sokféleségilik miatt — nehezen standardizalhatok,
igy kevésbé reprodukalhatok, eredményeik alapjan viszont pontosabb kovetkeztetéseket
vonhatunk le a vizi 6koszisztémakra vonatkozdan, valamint értékelhetdk a kiilonb6z6 populaciok

egymasra gyakorolt hatésai is az expoziciot kovetden.

2.7. A kidrnyezetanalitikai vizsgalatok jelentosége és modszerei a kiilonb6z6

szermaradékok meghatarozasa soran

A kiilonbozd kornyezeti elemekben (pl. talaj, talajviz, felszini vizek) megjelend kémiai
vegyiiletek, tobbek kozott a gydgyszerhatdbanyagok ¢és a ndvényvéddszer-készitmények

hatéanyagainak, valamint azok bomlastermékeinek kdrnyezeti mintakbol térténd meghatarozasa
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mértékét jelentdsen befolyasoljak tobbek kozott a kémiai vegylilet fizikai-kémiai tulajdonsagai
(pl. perzisztencia, vizoldékonysag) és a kornyezeti matrix tulajdonsagai (pl. pH, mikrobidlis
koz0Osség aktivitasa és Osszetétele) (SUKUL és SPITELLER 2006, MORRISSEY et al. 2015).

A kornyezetanalitikai vizsgalatoknak kiemelt szerepe van a kornyezeti monitorozasi
programok végrehajtasdban, amelyek sordn a rendszeres mintavételek alapjan torténik a
szermaradékok térbeni ¢és idébeni eloszlasanak és valtozasainak vizsgalata kiilonboz6 analtikai
modszerek segitségével a begyljtott kornyezeti mintdkban. A kornyezetanalitikai vizsgalatok
eredményei tamogatjdk a kornyezeti kockazatbecslés folyamatat és a hatosagi ellendrzési
tevékenységeket is, mivel a kornyezeti elemekre jogszabalyban vagy hatdsagi hatarozatban
megallapitott hatarértékek (szennyezettségi hatarérték, karmentesitési célallapot hatarérték)
megengedhetd szintjének ellendrzése szintén analitikai modszerekkel valosul meg (KVVM-
EUM-FVM 2009, VM 2010). A kdrnyezetanalitikai vizsgalatok fontossaga az alapkutatasban,
tovabba mas tudomanyteriiletek, mint az Okotoxikoldgia kiegészitd diszciplingjaként sem
elhanyagolhato.

A kiilonbozd vegyiiletek kornyezeti mintdkban torténd pontos azonositdsara és
mennyiségi meghatarozasara szamos analitikai modszer all rendelkezésre. Az analitikai modszer
megvalasztdsa nagymértékben fiigg a minta fizikai-kémiai tulajdonsagaitol (pl. halmazallapot,
mennyiség) és a célvegyiilet paramétereitl (pl. polaritas, savas-bazikus jelleg), valamint az
elérni kivant kimutatasi hatartol (limit of detection, LOD). A kornyezetanalitika leggyakrabban
alkalmazott modszerei ko6zé tartoznak a kiilonboz6 kromatografias (pl. gaz- és
folyadékkromatografia), spektroszkopias (pl. tomeg-, atombaszorpcios spektroszkopia) és
immunanalitikai [pl. enzimjelzéses immunoassay (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)]
eljarasok. A mintdk analitikai vizsgalatanak elsd lépése a minta-elokészités, amely sordn a
kornyezeti mintdt a mérési modszernek megfeleld allapotba kell hozni a minta jellegének
megfeleléen megvalasztott 1épésekkel (pl. homogenizalas, higitas, sziirés) (MAJZIK-SOLYMOS
et al. 2001, BARAHONA et al. 2008). A kromatografiass modszerek fontos 1épése lehet az
extrakcio, amely soran a célvegylilet kivonasat végezziik el kiilonbozd eljarasok (pl. folyadék-,
szilard fazist extrakcio) alkalmazaséval. Bizonyos esetekben szarmazékképzésre, vagyis a
célvegyliletek kémiai modositasara is sziikség lehet, amellyel javithato lehet a detektalhatosag
(NEDELKOSKA ¢s LOW 2004, MOLDOVEANU ¢és DAVID 2017).

Sajat kornyezetanalitikai vizsgéalataink sordn a kiilonb6z6 vizmintdkban a vizsgalt GLY és
neonikotinoid-tipust  (ACE, CLO, IMI, TCL, TMX) hatéanyagok ¢és LAS formazoszer
mennyiségét nagyhatékonysagu folyadékkromatografias modszerrel (high performance liquid
chromatography) hataroztuk meg fluoreszcens UV detektalas mellett (HPLC-UV). A GLY
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esetében azonban, ahol a hatéanyag-koncentracié mar a HPLC-UV detektéalas kimutatasi hatara
ala esett, az analizist folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometrias modszerrel
(BYER et al. 2008, HANKE et al. 2008) is elvégeztiikk. A folyadékkromatografias modszerek
nagyfoku szelektivitdsuk és sokrétii alkalmazhatosdguk miatt egyre nagyobb népszeriiségnek
orvendenek az utobbi évtizedekben (MOLDOVEANU és DAVID 2017). A GLY hatdanyag
analitikai meghatarozasa torténhet még gazkromatografias (STRUGER et al. 2008) és ELISA
(RUBIO et al. 2003) modszerekkel, valamint kapillaris elektroforézissel (KAWAI et al. 2011).
A neonikotinoid-tipustt  hatébanyagok mennyiségi meghatarozdsa mas tanulmanyokban is
tobbnyire folyadékkromatografias modszerrel valosult meg (XIE et al. 2011, YANEZ et al.
2013). A hatéanyagok formazaskor felhasznalt feliiletaktiv anyagok kornyezeti mintakban
torténd analitikai meghatarozasa azok fizikai-kémiai jellemzéinek széles skaldja miatt igen
Osszetett feladat. A feliiletaktiv anyagok kornyezeti koncentracidinak meghatarozasa a
hatéanyagokhoz hasonléan elsésorban giz- ¢és folyadékkromatografidas moddszerek
alkalmazasaval torténik (DE VOOGT és KNEPPER 2003, BENEITO-CAMBRA et al. 2011,
FERNANDEZ-RAMOS et al. 2012). A LAS analitikai meghatarozasa jellemz6en szintén
folyadékkromatografias modszerrel végezhetd el kiillonb6zd detektdlasi modszerek mellett

(WANGKARN et al. 2005, SABLAYROLLES et al. 2009).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalt hatéanyagok, készitmények és adalékanyagok jellemzése

A vizsgalt allatgyogyaszati hatdanyagok [sulfadiazine (SDZ), sulfaguanidine (SGD),
sulfamethazine (SMZ), sulfamethoxazole (SMX), trimethoprim (TRI)] és készitmények
(SUMETROLIM, COTRIM E-ratiopharm) fobb fizikai-kémiai tulajdonsagait és Osszetételét a 3.
melléklet 1. tablazata tartalmazza (MACBEAN 2012, MERCKLE GMBH 2014,
PHARMINDEX 2021). A hatéanyagok, mint analitikai standardok a Sigma Aldrich Kft.-t6l
keriiltek beszerzésre, amelyek tisztasaga > 97,5%. A SUMETROLIM (gyarto: EGIS Gyogyszergyar
Zrt., Budapest) és CoTRIM E-ratiopharm (gyartd: Merckle GmbH, Ulm, Németorszag)
vénykoteles készitményeket allatorvosi receptek beszerzését kovetden valtottuk ki. A vizsgalt
készitmények kivalasztidsa soran elsddleges szempont volt, hogy az SMX és TRI hatéanyagok
kozott ismert szinergens egylittes hatasok (ZINNER ¢és MAYER 2015) kiilonb6zo
adalékanyagok jelenléte mellett és lehetdleg kiilonbozd kiszerelési formakban (pl. tabletta,
szuszpenzio) is vizsgalhatova valjon. A készitmények human orvoslasban torténé alkalmazasuk
mellett az allatgyogyaszatban valo felhasznalasuk is ismert (B. KOVACS et al. 1978, BROOKS
2001, OLIN és BARTGES 2015).

A vizsgalt neonikotinoid-tipusti hatéanyagok [acetamiprid (ACE), clothianidin (CLO),
thiacloprid (TCL), thiametoxam (TMX)], szintén a Sigma Aldrich Kft.-tdl beszerzett analitikai
standardok, mig a készitményeket az adott forgalmi kategoridnak megfelelden sziikség esetén az
eldirt szakképesitéssel rendelkezd novényvédelmi szakember feliigyelete mellett helyi
forgalmazoktol szereztiik be. A vizsgalt készitmények koziil [ACTARA 240 SC (gyarto: Syngenta
Inc., Basel, Svéjc), APACHE 50 WG (gyartd: Sumitomo Chemical Takeda Agro Co. Ltd., Tokio,
Japan), CALYPSO 480 SC (gyarté: Bayer CropScience AG, Leverkusen, Németorszag),
MOosPILAN 20 SG (gyart6: Nisso Chemical Europe GmbH, Diisselfdorf, Németorszag)] jelenleg
mar csak a MOSPILAN 20 SG rendelkezik érvényes hazai engedéllyel (NEBIH 2021c). A vizsgalt
készitmények jellemzdit és a biztonsagi adatlapjaikban feltiintetett dsszetételét a 3. melléklet I1.
tablazata mutatja be (ARYSTA LIFESCIENCE 2013, SUMI AGRO HUNGARY 2014, BAYER
CROPSCIENCE 2016, SYNGENTA 2016). A MosPILAN 20 SG készitményben megtalalhato
linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS) Okotoxikoldgiai vizsgalatat a Sigma Aldrich Kft. altal
forgalmazott detergenskeverék felhasznalasaval hataroztuk meg, amely olyan homologok
keveréke, ahol az alkillanc szénatomszama C1g_13 k0z6tt valtozik.

A vizsgalt glyphosate (GLY)-tartalmi novényvéddszer-készitmények (ROUNDUP

CLASSIC, MEDALLON PREMIUM) és Osszetevoik jellemzoit a 3. melléklet I11. tablazata foglalja
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0ssze (MONSANTO EUROPE S.A. 2015, SYNGENTA 2018). A vizsgalatok soran felhasznalt
GLY hatoanyagot [GLY-izopropilammonium (IPA)-s6] (GLY-IPA) és alkil-poligliikozid (APG)
detergenst (PLANTAPON LGC, gyartd: The Soap Kitchen, Devon, Egyesiilt Kiralysag) a helyi
forgalmazoktol szereztiik be, mig a POEA (polietoxilalt faggyuaminok keveréke (Gj rovidités
szerint POE 15 faggyuamin vagy POEA 15 faggyu) formazoéanyagot (EMULSON AG GPE 3SS) a
gyartd (Lamberti S.p.A., Albizzate, Olaszorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. A vizsgalt
formazodanyag-készitmények Osszetételét szintén a 3. melléklet III. tabldzata mutatja be
(LEMING 2009, THE SOAP KITCHEN 2020). A GLY formazott készitményeit [ROUNDUP
CLASsSIC (gyartd: Monsanto Europe S.A., Antwerp, Belgium), MEDALLON PREMIUM (gyarto:
Syngenta Inc., Basel, Svajc)] a forgalmi kategoridknak megfelelden helyi forgalmazoktol
szereztik be, amelyek koziil a MEDALLON PREMIUM jelenleg is rendelkezik érvényes hazai
engedéllyel (NEBIH 2021c). A vizsgalt készitmények a GLY kiilonbozé sojat tartalmazzék, de a
feltiintetett hatdéanyag-koncentraciok mindkét készitmény esetében 360 g/l GLY szabad sav-
koncentracionak felelnek meg. A GLY hatéanyag vizsgalata soran az dkotoxikologiai tesztekben
csak a GLY-IPA-s6 hatasait vizsgaltuk. A vizsgalt koncentraciotartomanyokban a vizoldhatosag
nem korlatozott egyik GLY hatéanyagforma esetében sem, tovabba vizben a hatéanyag s6 formai
gyorsan olyan ionokkd disszocidlodnak, amelyek az Okotoxikologiai vizsgalatok esetében
alkalmazott tapoldatokban ¢€s pufferoldatokban egyeébként is megtalalhatok.

Az enzimaktivitas-vizsgalatok és a fehérjemérésekben hasznalt festékanyag (Coomassie
Brilliant Blue G-250), szubsztrat (1-klor-2,4-dinitro-benzol, CDNB); L-glutation (y-L-glutamil-
L-ciszteinil-glicin, redukalt forma), Bradford-reagens és a referenciaanyagként alkalmazott
marhaszérum-albumin [bovine serum albumin (BSA)], tovabba a foszfatpuffer készitéséhez
felhasznalt natrium-hidrogénkarbonat a Sigma Aldrich Kft.-t61 kertiltek beszerzésre.

Az analitikai vizsgalatok sordan a minta-el6készitéshez, szarmazékképzéshez és a
miiszeres mérésekhez felhasznalt  9-fluorenil-metiloxi-karbonil-klorid  [9-fluorenylmethyl
chloroformate, (FMOC-CI)], szerves oldoszerek (acetonitril, metanol, diklor-metan), tovabba a
foszfat- és boratpufferek, hangyasav, ammonium-acetat és natrium-acetat szintén a Sigma
Aldrich Kft.-t6l szereztiik be. A szilard fazist extrakciot Strata-X Polymeric SPE cartridge

(Phenomenex, Torrance, CA, Egyesiilt Allamok) toltetek felhasznalasaval végeztiik el.

3.2. A nagy vizibolhan (Daphnia magna) végzett 6kotoxikolégiai vizsgalatok

Vizsgalataink soran a kivalasztott szulfonamid-tipusu (SDZ, SGD, SMZ, SMX) és TRI
allatgyogyaszati, valamint neonikotinoid-tipusa (ACE, CLO, TCL, TMX) ¢és GLY

novényvédoszer-hatbanyagok egyedi ¢és a formazott készitményeikben megtalalhato
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adalékanyagaikkal egyiittes toxicitasat vizsgaltuk nagy vizibolha (Daphnia magna)
tesztszervezeten. A D. magna egyedeire gyakorolt akut immobilizacidés (mozgasképtelenség
kialakuldsa, mobilitasgatlas) hatdsokat az Osszes vizsgalt hatdanyag és kombindcid esetében
elvégeztiik, mig az allatgyogyaszati SMX ¢és TRI, tovabba a neonikotioid-tipusi ACE
hatoanyagok és formazott készitményeik esetében a vizsgalatokat kibdvitettiik a glutation-S-
transzferdz (GST) enzimaktivitdsanak meghatdrozasaval is. A standard Okotoxikoldgiai
vizsgalatokat, minden esetben tartomanymeghataroz6 (range-finding) kisérletek elézték meg az
Osszes vizsgalt anyag esetében, az elérhetd szakirodalmi €s toxicitasadatok figyelembevételével.
A koncentraciok kivalasztasa ugy tortént, hogy amennyiben az anyag oldhatdsaga engedte, a
legmagasabb koncentraciéban 90-100%-o0s, mig a legalacsonyabb koncentracioban 0—10%-0s
hatast/gatlast tapasztaljunk. A készitmények és keverékek Osszehasonlitd vizsgalata soran a
meghatarozott ECsg-értékeket az 6sszehasonlitds szempontjainak megfeleléen a hatéanyag- vagy
formazdanyag-tartalomra korrigdltuk. Az egyiittes méreghatas formajanak meghatarozasa, ahol
az lehetséges a 48h ECsp-értékek statisztikai Osszehasonlitdsa, valamint a keverékben ¢és
egyedileg meghatarozott értékek hanyadosainak Osszege alapjan tortént (SORENSEN et al.
2007, BAKONY1 2020b).

3.2.1. A nagy vizibolha (Daphnia magna) tenyészetének fenntartisa

A D. magna tesztszervezeten elvégzett vizsgalatainkat a MATE KOTI AKK sajat
laboratoriumi tenyészetén végeztilk el. A D. magna (Straus) torzstenyészet a LAB Research
Hungary (jogutddja: Charles River Laboratories Hungary Kft.) vallalattol szarmazik. A tenyészet
fenntartasa az OECD 202 protokollnak megfeleléen 204+2°C-on és napi 16-6ras megvilagitas
mellett torténik intézetiinkben (OECD 2004). A vizibolhaegyedek tartasa csoportosan,
nagyméretli egérpoharakban, az OECD 202 ajanlasainak megfelelden elkészitett sdoldatban (1SO
Test water), an. Daphnia-oldatban torténik (pH = 6-9), amely kiilonb6z6 sok (123 mg/l MgSO,,
5,75 mg/l KCI, 65 mg/l NaHCOj3 és 294 mg/l CaCl,) oldataibol és desztillalt vizbdl tevodik Gssze
(ISO 2012a). A tenyészetek etetése heti 3 alkalommal, az intézet egysejtli z6ldalgatenyészeteibdl
(els6sorban Pseudokirchneriella subcapitata) szarmazé algaszuszpenzidval torténik, amelyet az
etetést megel6z6en Daphnia-oldattal mosunk at (centrifugalas: 3000 fordulat/perc, 30 percig,
majd a leiilepedett algasejtek visszaszuszpendalasa Daphnia-oldatban, a 1épéseket haromszor
megismételjiik). A tenyészedények aljan Osszegylilt szennyezddéseket és a tenyészkozeg tetején
kialakul6 filmréteget heti 3 alkalommal eltavolitjuk. A tenyészedényekben hetente részleges,
havonta pedig teljes vizcserét hajtunk végre, melyhez frissen készitett, min. 30 percig

levegbztetett Daphnia-oldatot hasznalunk. A Daphnia-tenyészetek érzékenységét félévente
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ellendrizziik. Az érzékenységi vizsgalat soran a referenciaanyaggal (kalium-dikromat, K,Cr,05;)
végzett akut immobilizacids teszt esetében meghatarozott 24h ECsp-értéknek az elfogadhatd
tartomanyon beliil kell maradnia (0,6—2,1 mg/l) (OECD 2004, 1SO 2012a), annak érdekében,
hogy a kiilonboz6 Daphnia-tenyészeteken végzett tesztek eredményei elfogadhatok és
Osszehasonlithatok legyenek. A vizsgalatok sordn a tenyészet minden esetben megfelelonek

bizonyult a vizsgalati periodusok soran (24h ECso = 1,0+0,3 mg/l).

3.2.2. Akut immobilizacios vizsgalat

A nagy vizibolhan végzett akut immobilizacids vizsgalatokat az OECD 202 protokoll
alapjan végeztiik el (OECD 2004). A teszt soran hasznalt egyedek életkora nem haladta meg a 24
orat. A vizsgalatokat livegb6l késziilt 15 ml-es faeces-poharakban végeztiik el, a megfeleld
kornyezeti koriilmények mellett (T = 204+2°C, 16:8-0ras fény—sotét-ciklusok, pH = 6-9). A
vizsgalt anyagok torzsoldataibol felez6 higitassal 6ttagh higitasi sort készitettiink Daphnia-oldat
felhasznalasaval, igy a vizsgalt anyag hatdsait minden tesztben 5 kiilonb6z6é koncentracidoban
kontrollcsoportok alkalmazdsa mellett hataroztuk meg (2. abra). A vizsgalt koncentraciok
hatasait ¢s a kontrollkoriilményeket is 4 ismétlésben vizsgaltuk. A tesztedényekbe minden
ismétlés esetében 10 ml tesztoldat, illetve a kontrollcsoportok esetében 10 ml tiszta Daphnia-
oldat keriilt bemérésre, tovabba 5 db véletlenszerien kivalasztott Daphnia juvenil keriilt
elhelyezésre. A vizsgalat végpontja az immobilizacié volt, tehat 24 ¢és 48 ora elteltével
ellendriztiik a tesztkoriilményeket (pH, oldott oxigéntartalom, hémérséklet) és meghataroztuk a
mozgasképes egyedek szamat minden egyes poharban. Egy egyedet akkor tekintiink immobilis,
vagyis mozgasképtelen egyednek, ha az oldat Ovatos megkeverését kovetéen sem képes
helyvaltoztatasra 15 masodpercen belill. A csapok (antenndk) mozgatdsa nem mindsiil
mozgasnak. A kontrollcsoportokban az egyedek mozgasképtelensége egyik esetben sem haladta
meg a 10%-ot a 48-6ras tesztperiddus soran, tovabba az oldott oxigéntartalom nem csokkent 3
mg/l ala, igy a vizsgalatok érvényesnek tekinthetdk. A vizsgalatokat minden allatgyogyaszati €s
novényvéddszer-készitmény, tovabba a hato- és formazdanyag vizsgalata soran, tovabba a
kombinéciok esetében is 3 ismétlésben végeztiik el.

A vizsgalt allatgyogyaszati hatdanyagokat és készitményeket a 3. melléklet 1. tablazata
mutatja be, mig a ndvényvéddszer-hatdoanyagok és készitményeik jellemzdit a 3. melléklet II. s
II1. tablazatai foglaljak 6ssze. A vizsgalt hato- és formazoanyagok egyedi toxicitdsa mellett, azok
egyiittes hatasait készitményeik formdjaban vizsgaltuk, és ahol ismert a készitményben a

formazdanyag mindsége és mennyisége (MOSPILAN 20 SG, ROUNDUP CLASSIC), ott tiszta
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keverékek formajaban is vizsgaltuk a hat6é- és formdzoanyagok kombinalt hatésait, a
készitményekben feltiintetett koncentraciokkal ekvivalens aranyban.

Az immobilizacids vizsgalatokban alkalmazott koncentraciotartomanyok a kovetkezok
voltak: (1) Allatgydgyaszati hatdanyagok és készitmények: SDZ: 7-112 mg/l; SGD: 1-16 mg/I;
SMZ: 9-144 mg/l; SMX: 20-320 mg/l; TRI: 20-320 mg/l; SUMETROLIM: 20-320 mg/l; COTRIM
E-ratiopharm: 315-5040 mg/l; SMX és TRI tiszta keveréke: SMX: 10-160 mg/l, TRI: 2-32 mg/I
(2) Neonikotinoid-tipusu hatéanyagok, készitmények és a LAS formazoanyag: ACE: 12,5-200
mg/l; CLO: 21-340 mg/l; TCL: 4,5-72 mg/l; TMX: 1,5-280 mg/l; ACTARA 240 SC: 268-4288
mg/l; APACHE 50 WG: 10-160 mg/l; CALYPSO 480 SC: 12,5-200 mg/l; MosPILAN 20 SG: 20—
320 mg/l; LAS: 3-48 mg/l; ACE és LAS tiszta keveréke: ACE: 0,5-8 mg/l, LAS: 0,05-0,8 mg/I
(3) GLY ¢és formazott készitményei, valamint formazodszerei: GLY-IPA: 100-1600 mg/I;
RouNnDuP CLASSIC: 6-96 mg/l; MEDALLON PREMIUM: 1302080 mg/l; POEA: 1-16 mg/l; APG:
7-112 mg/l; GLY és POEA tiszta keveréke: GLY-IPA: 4,3-68,8 mg/l, POEA: 1-16 mg/I.

2. abra Akut immobilizacios vizsgalat Daphnia magna tesztszervezeten (sajat foto)

A vizsgalt GLY-tartalmi ROUNDUP CLASSIC és MEDALLON PREMIUM készitmények és
Osszetevdinek egyedi és kombinalt hatisainak vizsgalatat a MicroBioTests altal forgalmazott
Daphtoxkit F tesztcsomag (gyartd: MicroBioTests Inc., Gent, Belgium) segitségével, a
tesztcsomag altal biztositott D. magna egyedeken is elvégeztiilk. A tesztcsomagban biztositott
tartos petéket a vizsgalat kezdetét megel6zéen 50 ml Daphnia-oldatban, 6000 lux fényerdsség és
folyamatos megvilagitas mellett, 22°C fokon, 72 6ran keresztiil inkubéltuk. A sajat laboratériumi
tenyészetek esetében a fiatal egyedeknek lehetdségiik van taplalékfelvételre a tenyésztokozegbol,

a tesztcsomagban a tartds peték keltetése azonban tiszta Daphnia-oldatban valosul meg, igy

31



szilkség van a tesztek bedllitdsat megel6zd elOetetésre, amely soran a 72-6ras inkubéciot
kovetden a juvenileket a gyarto altal biztositott Spirulina-porral etettiik meg. Az etetést kovetden
2 ora elteltével kertilt sor a teszt beallitasara.

A vizsgalt anyagok egyedi és kombinalt toxicitasat a ToxRat Pro 3.0 statisztikai szoftver
(ToxRat Solutions Gmbh, Alsdorf, Németorszag) segitségével meghatarozott 48h ECso-értékek
alapjan jellemeztiik. Az alkalmazott program a toxikologiai mérdszamok meghatarozasa mellett
automatikusan ellenérzi a standard vizsgalatok érvényességi kritériumainak teljesiilését is. A
statisztikai elemzés soran altalanos linearis modellt alkalmaztunk az R 4.0 statisztikai program
(The R Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria) hasznalataval. Az adatok
normalitasat és a varianciak homogenitasat minden esetben diagnosztikai abrakkal (QQ-plot),
Shapiro—Wilk- és Levene-tesztek alkalmazasaval ellendriztiik. Az adatok statisztikai kiértékelése
azokban az esetekben, ahol a valasztott modell alkalmazasanak feltételei nem teljesiiltek,

Kruskal-Wallis probaval valosult meg 5%-0s szignifikancia szinten.

3.2.3. A glutation-S-transzferaz aktivitisanak meghatarozasa nagy vizibolha (Daphnia

magna) juvenilekben

A vizsgalt allatgyogyaszati ¢s neonikotinoid-készitmények Osszetevinek egyedi és
kombinalt hatdsait a GST-enzimaktivitasra szintén a nagy vizibolha juvenil egyedein vizsgaltuk.
Az allatgydgyaszati hatéanyagok (SMX és TRI) egyedi toxicitdsa mellett, a formazott
készitményben (SUMETROLIM) megtalalhatdé adalékanyagokkal egyiittes toxicitdsukat is
értékeltiik. Az enzimaktivitas-vizsgalatokban az akut tesztek soran meghatarozott 48h ECyo-
értékeknek megfeleld koncentraciok hatasait vizsgaltuk, mivel a dozis—hatds-gorbék esetében,
ennél az értéknél még nem volt tapasztalhatd az egyedek jelentds mértékli elhulldsa, amely
befolyasolhatné a vizsgalt minta nagysagat. A vizsgaltok soran alkalmazott koncentraciok: SMX:
30 mg/l; TRI: 30 mg/l és SUMETROLIM: 35 mg/l (SMX: 23,5 mg/l, TRI: 4,7 mg/l).

A vizsgalt neonikotinoid-tipusi hatéanyag (ACE) ¢és a kiszerelt formulaciéban
(MosPILAN 20 SG) felhasznalt formazoanyag (LAS) egyedi és kombinalt toxicitasat szintén
meghataroztuk a formazott készitmény, valamint az ACE és a LAS tiszta keverékének
formajaban is. A tiszta keverékben az alkalmazott koncentraciok megfeleltek a MospILAN 20 SG
hatd- és formazodanyag-Osszetételének (3. melléklet II. tablazat). Az ACE és a LAS egyedi és
kombinalt hatasainak vizsgalataban alkalmazott koncentraciok: ACE: 65 mg/l, LAS: 3,8 mg/l,
MospPILAN 20 SG: 77 mg/l (ACE: 15,6 mg/l, LAS: 1,9 mg/l), ACE és LAS tiszta keveréke: ACE:
7.4 mg/l, LAS: 0,9 mg/l. Az enzimaktivitds-vizsgalatokat az MTA Okologiai Kutatokdzpont
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(OK) Balatoni Limnologiai Intézetében) [jogutddja: Edtvds Lorand Kutatasi Halozat (ELKH)
Balatoni Limnologiai Kutatointézet (BLK)] Dr. Gyo6ri Janos vezetésével végeztiik el.

Az enzimaktivitas-vizsgalatok sordn szintén 24 oOranal fiatalabb egyedeket hasznaltunk
keresztiil, meghatarozott kornyezeti koriilmények mellett (T = 20£2°C, 16:8-6rds fény—sotét-
ciklusok, pH = 6-9). A vizsgalt anyagok torzsoldatait frissen Osszeallitott és atlevegdztetett
Daphnia-oldatban készitettiik el. A kezelések hatasait 3 ismétlésben vizsgaltuk kontrollcsoportok
alkalmazasa mellett. A fozépoharakba minden ismétlés esetében 70 ml tesztoldat, illetve a
kontrollcsoportok esetében 70 ml tiszta Daphnia-oldat, tovabba 35 db véletlenszeriien
kivalasztott Daphnia juvenil keriilt elhelyezésre. A 48-6ras expozicié soran az allatokat nem
etettiik. A vizsgalatokat minden vizsgalt anyag esetében haromszor megismételtiik.

Az expozicidt kovetden a taléld (ismétlésenként min. 30 db) egyedeket Eppendorf-
csovekben gyljtottiik Ossze, majd pipettaval eltavolitottuk az alkalmazott Daphnia- vagy
tesztoldatot. Az Osszegyiijtott egyedeket S00 pl hiitétt 0,1 M foszfatpufferben (pH = 7,2) -80°C-
on taroltuk, majd az enzimvizsgalatok soran, a jégen torténé kiolvasztas utan a mintakat
fémgolyds (d = 1 mm) szévethomogenizatorral (TyssueLyser, Qiagen, Hilden, Németorszag)
homogenizaltuk (5 perc, 47 Hz, 40 f/s fordulatszdmon). Az elkészitett homogenizatumokat
11500 g mellett 4°C-on 25 percig centrifugaltuk (Heraeus Biofuge fresco mikrocentrifuga,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok), majd elShitstt 0,5 ml-es
Eppendorf-csévekbe (Protein LoBlind Tubes, minimalis fehérjemegkotés, Eppendorf, Bécs,
Ausztria) 400 pl feliiluszot atpipettaztunk €s a mintakat felhasznéléasig jégen taroltuk.

A mintdk specifikus enzimaktivitasa alatt az egységnyi fehérjemennyiségre (mg)
vonatkoztatott, adott idéegység alatt (perc) atalakitott szubsztratmennyiséget (umol) értjiik, igy
az enzimaktivitas-vizsgalatokat megeldzéen meghataroztuk a mintdk Osszfehérje-tartalmat. A
fehérjetartalom meghatarozasat a Bradford modszer (1976) alapjan 96-lyuka mikrotalcakban
végeztiik el Coomassie Brilliant Blue G-250 festék felhasznalasaval, amely fehérjéhez kotddve
kék szinreakciot eredményez. A mintdkbol 20 pl-t pipettaztunk at a mikrotalcak meghatarozott
lyukaiba, amelyhez 180 pul Bradford-reagenst adtunk hozzd. A reagensadagolast kdvetden a
mintakat 6 percen keresztiil sotétben, szobahdémérsékleten inkubaltuk, majd spektrofotometris
modszerrel (Victor 2 Multilabel mikrotalca-olvasd, PerkinElmer, Waltham, MA, Egyesiilt
Allamok) hatéroztuk meg a mintik abszorbanciajat 580 nm hullamhosszon). A mérések soran
vakként 200 upl Bradford-reagenst alkalmaztunk. A fehérjemeghatarozas soran a

referenciaanyagként alkalmazott BSA felhasznédldsdval végeztiik el a kalibraciot. A mintak

crcr

33


https://www.google.com/search?rlz=1C1PRFI_enHU870HU870&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzASq74qtOAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjrro_qlLXlAhVBlosKHUpCD-EQmxMoATAXegQIEBAH

crer

A xenobiotikumok biotranszformacidjaban (detoxifikaciés folyamatokban) fontos
szerepet jatsz6 GST aktivitastesztjeit szintén 96-lyuka mikrotalcakban végeztiikk el (HABIG et
al. 1974). A kolorimetridas meghatarozas alapja a GST altal katalizalt glutation ¢és a
szubsztratként alkalmazott CDNB kozotti reakcid, ahol a reakcid sebessége a jelenlévd aktiv
GST enzim mennyiségének fiiggvénye. Az enzimaktivitas jellemzése a keletkezd reakciotermék,
bisz-(dinitro-fenil)-tioéter mennyisége alapjan torténik amelynek abszorbanciajat 340 nm-en
hatarozzuk meg (FRASCO ¢és GUILHERMINO 2002). A mérések soran 20 upl mintat
pipettaztunk az el6hiitétt mikrotalca adott cellaiba, amelyhez 180 pl reakcioelegyet adtunk
hozza. A reakcioelegy elkészitése soran két torzsoldatot készitettiink el: (i) 200 mM L-glutation
(redukalt forma) -torzsoldat bidesztillalt vizben elkészitve, (ii) 100 mM CDNB-t6rzsoldat,
amelyet elszivo fiilke alatt, melegités mellett, etanol felhasznaldsaval allitottunk Ossze. A
reakcioelegy Osszetétele: 9,8 ml APHA-puffer (pH = 6,6), 0,1 ml L-glutation-torzsoldat és 0,1 ml
CDNB-torzsoldat. A reakcioelegyet a mérések eldtt frissen allitottuk dssze, majd két 6ran beliil
felhasznaltuk a vizsgalatok soran. A reakciodelegy hozzaadasat kovetden a mintak
abszorbanciavaltozasat 340 nm-es hullamhosszon, 3 percen keresztiil, 15-masodperces olvasasi
gyakorisaggal kovettiik nyomon spektrofotometrias modszerrel (Victor 2 Multilabel mikrotalca-
olvaso, PerkinElmer, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok). A mérések soran vakként 200 pl
reakcioelegyet alkalmaztunk. A mintakban a GST-aktivitast harom ismétlésben hataroztuk meg.
Az extinkcié—reakcididé-gorbe linedris szakaszanak meredekségébdl hataroztuk meg az
enzimaktivitas valtozasat. A kovetkezd képlet alkalmazasédval minden egyes cellara megadhato a
GST-aktivitas.

AA/min * 0,2 ml

GST (umol/min/mg) = (7.68 M * V) * minta higitasi foka
ahol:
% mintatérfogat
AA/min percenkénti abszorbanciavaltozas
0,2 ml reakci6 térfogat 96-lyuku mikrotélca esetében

7,68 mM a CDNB extinkcios koefficiense 340 nm hullamhosszon, 96-lyuku

mikrotalca esetében

A kiilonb6zo kezelések enzimaktivitdsira gyakorolt hatdsait az R 4.0 statisztikai program
(The R Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria) hasznalataval értékeltiik ki, majd
hasonlitottuk Ossze. A statisztikai elemzés sordn egytényezds varianciaanalizis (one-way
ANOVA) alkalmazasaval értékeltik a kezelések hatdsadt, majd a csoportok kozotti

Osszehasonlitasok soran post-hoc tesztként Tukey-tesztet végeztiink el. Az adatok normalitasat és
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a variancidk homogenitasat minden esetben diagnosztikai abrakkal (QQ-plot), Shapiro-Wilk- és

Levene-tesztek alkalmazasaval ellendriztiik a varianciaanalizist megel6zden.

3.3. Lebego életmodu, egysejtii algafajokon végzett 6kotoxikologiai vizsgalatok

Okotoxikolégiai vizsgalataink sordn meghatéroztuk a GLY-tartalmi ROUNDUP CLASSIC és
MEDALLON PREMIUM készitmények ¢és OsszetevOik egyedi és kombinalt toxikus hatésait
kiilonboz6 lebegd egysejtii, zold- (Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus subspicatus,
Scenedesmus obtusiusculus) és kékalga- (Anabaena flos-aquae) fajok szaporodasara és
fotoszintetikus aktivitdsara, amely a potencialis fitotoxikus hatasok felderitése mellett lehetové
tette a vizsgalt fajok érzékenységének Osszehasonlitdsat, tovabba a vizsgalt végpontok

alkalmazhatdsaganak értékelését egyarant.

3.3.1. Az algatenyészetek fenntartisa

A kiilonboz6 algafajokon elvégzett vizsgalatainkat szintén a MATE KOTI AKK sajat
laboratériumi torzsein végeztik el. Az eredeti torzstenyészetek kiillonbozd kiilfoldi
torzsgyljteményekbdl szarmaznak. A P. subcapitata torzstenyészet (NIVA-CHL1) a Norvég
Vizkutatasi Intézet (Norwegian Institute for Water Research, NIVA) algagylijteményébdl, mig a
tobbi zoldalga D. subspicatus (CCAP 276/20), S. obtusiusculus (CCAP 276/25) és fonalas
cianobaktérium A. flos-aquae (CCAP 1403/13D) torzs a skot Alga- és Protozoza-
Torzsgytjteménybdl (Culture Collection of Algae and Protozoa, CCAP) szarmazik.

Az algatenyészetek fenntartasa az OECD 201 protokoll alapjan 20+£2°C-on folyamatos
megvilagitas mellett torténik (OECD 2006). A tenyészetek fenntartasa 500 ml-es Erlenmeyer-
lombikokban torténik, amelyeket felhasznalas eldtt autoklavban sterilizalunk (20 perc, 121°C,
Boeco BTE-23D, Boeco Germany, Hamburg, Németorszag). A tenyészedényekben a tenyészet
térfogata kb. 100 ml, amelyeket vattadugéval €s alufolidval zarunk le, 6vva a tenyészeteket a
kiilsé szennyezd forrasoktol. Az tenyészeteket a nemzetkdzi torzsgylijtemények ajanlasainak
megfeleld, meghatarozott Osszetételli folyékony tdpoldatokban tartjuk fenn. A zdldalgafajok
tenyésztése Zehnder-8-tapoldatban (pH = 6-7) (SCCAP 2020), mig az A. flos-aquae-tenyészet
fenntartasa Allen-tapoldatban (pH = 6-7) torténik (ALLEN 1968). A tapoldatokat desztillalt
vizben készitjiik el a kiillonb6zd sok és nyomelemek torzsoldataibol. Az algaszaporodas-gatlasi
tesztekben kovetelmény, hogy a felhasznalt algatenyészet a kisérlet teljes idétartama (72 ora)
alatt exponencialis szaporodasi fazisban legyen, ezért a tenyészeteket heti rendszerességgel steril

koriilmények kozott, laminaris flilke alatt (Laminar AirFlow BL 1200-F, Radel & Hahn Zrt,
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Debrecen) oltjuk at, elkeriilve a mas algafajokkal és gombakkal torténé szennyezddést. Az
atoltas soran az inokulum (az algasejt-koncentraciotol fiiggd térfogatu algaszuszpenzid)
mennyiségét Ugy valasztjuk meg, hogy a sejtek koncentracidja kb. 100-szor kisebb legyen a
frissen beoltott tenyészetben. Az atoltott tenyészet kb. 11 nap alatt keriil exponencialis
novekedési szakaszba. A sejtstirliséget Biirker-kamras sejtszamlaldssal és az optikai strliség
(OD) meghatarozasaval ellendrizziikk. Az atoltast megelézéen a felhasznalt iivegeszkozoket,
tapoldatot és a vattadugokat eldzetesen autokldvban sterilizaljuk, tovabba mikroszkop alatt
ellendrizziik az eredeti tenyészetek mindségét (mas algafajok/protozodk jelenléte, aggregalodas,
abnormalis sejtformak). Az tenyészetek érzékenységét az ISO 8692:2012 szabvanynak
megfeleléen félévente ellendrizziik. Az érzékenységi vizsgalat sordn a referenciaanyaggal
(kdlium-dikromat, K,Cr,0O7) végzett algaszaporodas-gatlasi tesztek esetében meghatarozott 72h
ECso-értékeknek az elfogadhato tartomanyon beliil kell maradnia (pl. D. subspicatus: 0,8+0,1
mg/l; P. subcapitata: 1,2+0,3 mg/l (ISO 2012b), annak érdekében, hogy a kiilonboz6
algatenyészeteken végzett tesztek eredményei elfogadhatok és Osszehasonlithatok legyenek. A
vizsgalatba vont algatenyészetek érzékenysége minden esetben megfelelének bizonyult a

vizsgalati periddusok soran (72h ECsp = 1,0+0,1 mg/1).

3.3.2. Algaszaporodas-gatlasi tesztek

A ROUNDUP CLASSIC ¢s MEDALLON PREMIUM készitmények Osszetevdinek egyedi és
kombinalt fitotoxikus hatdsait algaszaporodas-gatlasi tesztekben vizsgaltuk az OECD 201
protokoll alapjan (OECD 2006). A vizsgélatokat harom lebegd egysejtli zoldalgafajon (P.
subcapitata, D. subspicatus, S. obtusiusculus) és a GLY hatéanyag esetében egy fonalas
kékalgafajon (A. flos-aquae) is elvégeztiikk. A vizsgalatokat 300 ml-es Erlenmeyer-lombikokban,
a megfeleld kornyezeti koriilmények mellett [T = 22+2°C, folyamatos és egyenletes hideg fehér
fényli megvilagitas (7760+1100 lux), folyamatos razatds] végeztik el. A tesztekben a
tenyészetek fenntartasa soran alkalmazott tadpoldatokat (Zehnder 8 vagy Allen) hasznaltuk fel. A
vizsgalt anyagok tOrzsoldataibol felezd higitassal Ottagu higitdsi sort készitettiink. A
tesztedényekbe minden ismétlés esetében 50 ml tesztoldat, illetve a kontrollcsoportok esetében
50 ml tiszta tapoldat keriilt bemérésre. A vizsgalt koncentraciok hatadsait ¢és a
kontrollkoriilményeket is 3 ismétlésben vizsgaltuk, tovabba beéllitottunk egy negyedik ismétlést
is, amelyet a vizsgalatok soran mérési vakként hasznaltunk.

A tesztoldatok ¢és a kontrollcsoportok esetében a tépoldat tesztedényekbe torténd
bemérését kovetden, a mérési vakok kivételével, minden lombikba annyi algainokulomot

adagolunk, hogy a kezdeti kiindulési ¢l6anyag-koncentracio (algastirliség) minden lombikban
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azonos legyen, tovabba biztosithatd legyen az ¢léanyag exponencialis novekedése az expozicios
id6 teljes id6tartama (72 ora) alatt a tapanyagok elfogyasanak veszélye nélkiil. Az altalunk
alkalmazott kiindulasi él6anyag-koncentracio kb. 10° db sejt/ml volt, ami meghaladja az OECD
altal ajanlott sejtkoncentracio-tartomanyt, azonban a vizsgalt helyettesitd paramétereket
meghatarozd6 modszerek ezt a koncentraciotartomanyt képesek nagy megbizhatosaggal és jol
reprodukalhatd modon meghatarozni, az exponencialis novekedésre iranyuld feltételek
teljesiilése mellett. Az algasejtek hozzdadasat kovetden a lombikokat egyrétegii, 1égateresztd
szlir6papirral lefedve inkubaltuk 72 oran at, folyamatos razatas (100 fordulat/perc) mellett,
fiithet6-htitheté beépitett vilagitassal rendelkezé inkubator hasznalataval (Witeg WIS-10RL,
Wertheim, Németorszag). A vizsgalat végpontja az algaszaporodas gatlasa volt. A kisérlet soran
a kontrollcsoportban naponta meghataroztuk az algasejtsiiriséget a kivant fajlagos szaporodasi
sebesség nyomon kovetésének érdekében, a tesztkoriilmények ellendrzése mellett. A kisérlet
végén minden kontroll- és kezelt csoportban meghataroztuk az alga ¢l6anyag-mennyiségét.

Az ¢éléanyag mennyiségi meghatarozasara leggyakrabban alkalmazott paraméterek a
sejtszam és az OD. A sejtszamlalast inverz mikroszkop hasznalataval (Olympus 1X73, Tokio,
Japan) 400-szoros nagyitason Biirker-szamlalokamraval (Magyar Optikai Miivek, Budapest)
hataroztuk meg. A sejtszamlalast minden minta esetében haromszor végeztiik el. A toményebb
sejtkoncentraciok esetében a mintdk higitasara volt sziikség, ami viszont a meghatarozasok soran
novelheti a pontatlansagot. Az A. flos-aquae fonaltelepekben fejlédik, amelyek mérete
nagymértékben fligg a tenyésztés koriilményeitdl, igy a sejtszamlalast megeldzden a lancok
feltorését ultrahangos kezeléssel végeztiik el, ezzel csokkentve a sejtszamolas szorasat. Az OD
meghatarozasat 750 nm hullamhosszon spektrofotométer (UV/VIS Camspec single beam M330,
Camspec, Crawley, Egyesiilt Kiralysadg) hasznalataval végeztiik, szintén minden minta esetében
3 ismétlésben, sziikség szerinti higitds mellett (ISO 2012b). A két vizsgalati modszer kozotti
korrelacio minden esetben igen magasnak bizonyult (R?> 0,998). Az OD meghatéarozasa mellett
a P. subcapitata és D. subspicatus fajokon elvégzett vizsgalatokban a ROUNDUP CLASSIC és
OsszetevOinek algaszaporodasra gyakorolt hatasait a mintak klorofill-a-tartalma alapjan is
értékeltiik. Az A. flos-aquae fonalas szerkezete miatt a sejtszamlalas nehézkes, igy a klorofill-a-
tartalom meghatarozéasaval megbizhatobb eredményeket kapunk. A klorofill-a-meghatarozas és a
Biirker-kamras sejtszamlalas kozott is magas korrelaciot tapasztaltunk (R? > 0,999). A mintak
Klorofill-a-tartalmanak meghatarozasat spektrofotometrias modszerrel, alkoholos extrakcid utan
végeztiik el, szintén 3 ismétlésben (ISO 1992) (3. &bra).

A Klorofill-a-meghatarozas els6 1épése a mintdk (25 ml algaszuszpenzio, M)
centrifugaldsa volt, Rotina 46R késziilékkel (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Németorszag) 25
percen keresztiil, 3700 fordulat/perc fordulatszdmon. A leiilepedett algasejteket 10 ml 96%
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etanol (m) hozzaadésaval roncsoltuk, majd a mintakat 15 percre vizfiirdobe helyeztiik 75°C-on.
A centrifugacsoveket folyovizben szobahdmérsékletre hutottik vissza, majd 20 percig
centrifugaltuk 4700 fordulat/perc fordulatszamon. A mintak abszorbancidjat harom kiilonb6zd
hullamhosszon: 750 (zavarossag mértéke), 666 (klorofill-a elsd mérési hulldmhossza) és 653 nm
(klorofill-a masodik mérési hullamhossza) hataroztuk meg. A klorofill-a-tartalom [pg/1]
meghatarozasahoz a Felfoldy-féle (1987) képletet alkalmaztuk.

Ca = [((17,12*(Egss-E750)-8,68* (Egs3-E50))*m*10°]/M

Az elvégzett vizsgalatokban és a kontrollcsoportokban a szakaszonkénti (0-1., 1-2., 2-3.
nap) fajlagos szaporodasi sebesség variacios egylitthatdja 35% alatt maradt. A kisérlet teljes
id6tartama alatt az atlagos fajlagos szaporodasi sebesség variacids egyiitthat6ja nem haladta meg
a 7%-ot a parhuzamos kontrolltenyészetekben, tovabba az él6anyag mennyisége a kontrollban
tobb mint 16-szorosara ndvekedett 72 ora elteltével, igy a vizsgalatok érvényesnek tekinthetdk.
A vizsgalatokat a novényvéddszer-készitmények, valamint a hat6- és formazoéanyagok vizsgalata

soran is 3 ismétlésben végeztiik el.

3. dbra Algaszaporodas-gatlasi vizsgalatbol szarmazd mintak klorofill-a-tartalom meghatarozasa

Desmodesmus subspicatus tesztszervezeten (sajat foto)

A GLY-tartalmi ROUNDUP CLASSIC és MEDALLON PREMIUM készitmények (3. melléklet
III. tablazat) és OsszetevOinek egyedi €s az adalékanyagokkal egyiittes kombinalt toxicitasat
formazott készitmények formajaban vizsgaltuk. Az algaszaporodas-gatlasi tesztekben

alkalmazott koncentraciotartomanyok a kovetkezok voltak a kiilonbozé fajok esetében: (1) P.
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subcapitata: GLY-IPA: 22-352 mg/l; RouNDuP CLASSIC: 3,5-56 mg/l; MEDALLON PREMIUM:
45-720 mg/l; POEA: 0,5-8 mg/l; APG: 6,5-104 mg/l (2) D. subspicatus: GLY-IPA: 22-352
mg/l; ROUNDUP CLASsIC: 7-112 mg/l; MEDALLON PREMIUM: 95-1520 mg/l; POEA: 0,8-13
mg/l; APG: 10-160 mg/l (3) S. obtusiusculus: GLY-IPA: 22-352 mg/l; ROUNDUP CLASSIC: 15—
240 mg/l; MEDALLON PREMIUM: 125-2000 mg/l; POEA: 1,5-24 mg/l; APG: 30-480 mg/l (4) A.
flos-aquae: GLY-IPA: 4,5-36 mg/I.

A vizsgalt anyagok egyedi és kombinalt toxicitasat a 72h ECsp-értékek meghatarozasaval
jellemeztiik, amelyet az OD ¢és a klorofill-a-tartalom mérésének eredményei alapjan is
meghataroztunk. Az egyedi és kombinalt hatdsok dsszehasonlitod vizsgalata soran a készitmények
estében meghatarozott 72h ECsp-értékeket az Osszehasonlitds szempontjainak megfeleléen a
hatéanyag- vagy formazodanyag-tartalomra korrigaltuk. A 72h ECsp-értékeket mindkét mért
paraméter esetében a ToxRat Pro 3.0 statisztikai szoftverrel hataroztuk meg (ToxRat Solutions
Gmbh, Alsdorf, Németorszag). A statisztikai kiértékelést linearis modellek alkalmazédsaval
végeztiik el az R 4.0 statisztikai program (The R Foundation for Statistical Computing, Bécs,
Ausztria) hasznalatdval. Az adatok kiértékelése azokban az esetekben, ahol a valasztott modell
alkalmazasanak feltételei nem teljesiiltek, Kruskal-Wallis probaval valosult meg, a kiilonb6z6
csoportok Student-Newman-Keuls (SNK) teszttel torténd Osszehasonlitisa melett 5%-0S

szignifikancia szinten.

3.3.3. Fotoszintetikus aktivitas vizsgalata algaszuszpenziokban

A ROUNDUP CLASSIC és OsszetevOinek az algak fotoszintetikus aktivitdsra gyakorolt
hatasait P. subcapitata zoldalgafajon vizsgaltuk. A fotoszintetikus aktivitast az algaszaporodas-
gatlasi vizsgalatokbol szarmazo mintdkban hataroztuk meg a 72-6ras expozicidt kovetéen. A
méréseket a Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem (BME) Atomfizika
Tanszékének munkatarsai altal fejlesztett, 1ézerindukalt klorofill-a-fluoreszcencia detektalasan
alapul6d hordozhat6 FluoroMeter Modul (FMM) késziilékkel végeztiik el (4. abra). A miszer
mérési elve az un. ,,Kautsky effektuson” alapszik (KAUTSKY és HIRSCH 1931).

A vizsgalatokat 96-lyuku teljesen fekete mikrotalcdkon végeztiik el, amelyek soran a
vizsgalt mintakbol 250 pl mennyiséget pipettaztunk a mikrotalca adott lyukaiba. A mintaval
feltoltott lyukakkal szomszédos celldkba a méréseket megel6zéen 250 pl desztillalt vizet
adagoltunk. A sotétadaptacid soran a feltoltott mikrotalcakat egy specialis, fénykizaro,
mattfeketére festett, fabol késziilt mintatartoba helyeztiik (BME fejlesztése, 4. dbra), amelyben
biztositani tudtuk a teljesen fénymentes koriilményeket. A 10-perces sotétadaptacido utan a

késziilek egy 10 mW teljesitményii 1ézerdiddaval 635 nm hulldmhosszon gerjeszti a mintat. A
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gerjesztést kovetden a mérés iddtartama S5 perc volt, amely sordn a minta altal emittalt
fluoreszcens fény intenzitasat 690 nm és 730 nm hullamhosszokon detektaltuk (BAROCSI et al.
2009). A méréseket minden minta esetében kétszer ismételtiikk meg. A késziilék altal mért adatok
a FluorMeas szoftverrel grafikusan is megjelenithet6k. Vizsgalataink soran a PS II fotokémiai
rendszer fotokémiai hatékonysagat (Fv/Fp), amely a maximalis fluoreszcencia (Fp) és az un.
valtoz6 fluoreszcencia hényadosa, tovabba a fotoszintetikus aktivitast jellemzd vitalitdsindex
(fluorescence decrease ratio, Rfd) valtozasait vizsgaltuk. Az Rfd-érték az Fp és a stacionarius
fazisban elért (termindlis) fluoreszcens intenzitas (Fs) értékek kiillonbségének és az Fs-érték

hanyadosaként adhatd meg.

4. abra Algasejtek fotoszintetikus aktivitasanak meghatarozasa FluoroMeter Modul késziilék

alkalmazasaval (sajat foto)

A fitotoxikus hatasok jellemzése soran a 690 nm hulldmhosszon mért értékeket
hasonlitottuk 6ssze (BAROCSI et al. 2000). A kezelések hatasait a vizsgalt algaszuszpenzidok
fotoszintetikus aktivitasara az R 4.0 statisztikai program (The R Foundation for Statistical
Computing, Bécs, Ausztria) hasznalataval értékeltiik ki, majd hasonlitottuk Ossze. A vizsgalt
anyagok kiilonb6z6 koncentracidinak hatasat az Fv/Fp- és Rfd-értékekre altalanos linearis
modellel elemeztiikk. Az adatok normalitasdt minden esetben diagnosztikai abrakkal (rezidualis

varianciak, QQ-plot, Cook-féle tavolsag abra) ellendriztiik.
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3.4. Kozosségi szintii vizsgalatok biofilmekben

Koz0sségi szintli vizsgalataink soran hazal felszini folyo- (Duna) ¢és alloviztestekben
(Balaton, Velencei-td) természetes koriilmények kozott kialakuld biofilmekben laboratoriumi
koriilmények kozott vizsgaltuk a ROUNDUP CLASSIC ¢és OsszetevOinek hatasat a biofilmek

algak6zosségeinek algabiomasszajara és 0sszetételére, valamint a biofilmek szerkezetére.

3.4.1. Felszini vizi biofilmek természetes koriilmények kozott torténo novesztésének

modszere

A felszini vizi biofilmek nagyfoku el6hely-specificitdst mutatnak, ezért a vizsgalatokat
megel6zéen hazai felszini vizekben (Duna, Balaton, Velencei-td) az adott él6helyre jellemz6
biofilmeket novesztettink. A biofilmnovesztés iiveglapokon valdsult meg, amelyeket egy
specialis bojas szerkezet segitségével helyeztiink ki a kolonizacio helyszinére. A bodjas szerkezet
[a NAIK AKK (jogutédja: MATE KOTI AKK) Dr. Darvas Béla, Cséffan Tamas és Pasaréti
Gyula éaltal kifejlesztett, AKK-1-tipust algaboja (5. abra)], 6sszesen 24 db tiveglap (méret: 23x9
cm, vastagsag: 3 mm) stabil elhelyezését teszi lehet6vé hatos egységekben (kazettakban) (5.
abra). A fejlesztéi munka a biofilmvizsgalatokban publikalt szerkezetek tanulméanyozésat
kdvetden Dr. Darvas Béla vezetésével valosult meg, amelyben segitségiinkre voltak az MTA OK
Duna-kutato Intézet (DKI) [jogutédja: ELKH OK Vizi Okoldgiai Intézet (VOI)].

Az iiveglapegységeket tartd kazettdkat (6sszesen 4 db kazetta, egyenként 6-6 db iiveglap
fliggbleges helyzetli befogadasara alkalmas) a boja kézépvonalaban elhelyezett vizszintes lapon
rogzitettiik. A rogzitd lapot 4 db fiiggdleges 1ab tartja, melyeket hosszanti és sz¢€Iti irdnyban is
tireges hasab vagy henger alaku testek kotnek Ossze. Utdbbiak szerepe a merevités mellett, hogy
a bojat Gszoéelemként a vizben lebegve tartsak, olyan stabil pozicidban, hogy a kazettdkban
elhelyezett tiveglapok tartéosan 20-30 cm-re a vizfelszin alatt maradjanak. A kazettadkat és az
uszotesteket oldhatd kotéssel (csavarmenettel) rogzitett merevitd rudak tartjak és tamasztjak ki.
A bojan elhelyezett egységek igy parhuzamosan 4x6 db iiveglap azonos koriilmények kozotti
elhelyezését biztositjak, elosegitve az egységes biofilmképzddést az tiveglapokon (5. 4bra).

Az iiveglapok egyik oldala homokfuvott, mig a masik sima feliiletli, igy a vizsgalatok
soran a két kiilonbozd oldalakon kialakult biofilmek Osszehasonlitasara is sor keriilt a
biofilmnovesztési periddust kovetden. A kisérletek laboratoriumi szakaszaban eldnyds, hogy az
egységek egyénileg is mozgathatoak, igy 4-féle kisérleti bedllitas vizsgalhaté 6 ismétlésben (6
egyedi lveglap/egység a kontroll- ¢és kezelt csoportokban egyarant), tovabba egy szintén

anyagaban inert kiemelé szerkezettel az egységeken elhelyezett iiveglapok is zavartalanul
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laponként kezelhetok, amely a kiilonb6z6 vizsgélatok esetében kiemelt fontossagu, mivel a
mérési pontok igy miiszeresen is kdnnyen megkdzelithetok. Az iiveglapok egymastol kb. 2 cm-re
helyezkedtek el az egységekben. Az iiveglapokon tovabbi Ixl cm méretli homokfuvott
iivegkockalapokat is elhelyeztiink a kialakult biofilmek elektronmikroszkdpos feldolgozéasahoz.

5. abra Az AKK-1-tipusu algabolya szerkezete (fotd: Pasaréti Gyula)

A bojak kialakitasakor fontos szempont volt, hogy a szerkezet alkalmazkodjon a vizszint
valtozasahoz, tovabba, hogy a bdja stabilan rogzithetd legyen a parton talalhato tereptargyakhoz
¢s a nyilt vizen egyarant, folyovizi és allovizi kdrnyezetben is. A kialakitott bojas szerkezet
minden eleme konnyen és megfeleld modon tisztithatd és sziikség szerint csiratlanithaté (UV-
sugarzas, hidrogén-peroxid). A bdja anyagat tekintve nem tartalmaz olyan fém- vagy miianyag-
Osszetevot/alkatrészt, amely esetlegesen befolydsolhatnd a laboratériumi koriilmények kozott
beallitott kisérleteink eredményeit, hitelességét, tovabba helyes anyagmegvalasztassal kizarhatd
a kiilonb6zé hormonmoduldns hatdsok megjelenése is. A hathetes biofilm-kolonizaciét kovetden
az iiveglapokon keletkezett biofilmeket a természetes vizekbdl kiemelve és a bdjas szerkezetrdl
levalasztva szallitottuk a MATE KOTI AKK laboratoriumaba. A biofilmvizsgalataink soran
felhasznalt felszini vizi biofilmek novesztésének koriilményeit a 4. melléklet mutatja be.

A 2015. évi biofilmndvesztési periodusban folyamatosan, heti rendszerességgel
mintavételeztiik a vizsgalt viztesteket, amelyek soran meghataroztuk a vizmintdk pH-értékét és

bizonyos ndvényvéddszer-maradékok jelenlétét is. Az analitikai vizsgalatok soran 49 kiilonboz6
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novényvédodszer-hatdoanyag jelenlétét mértiik a természetes felszinivizmintdkban (Balaton, Duna)
a biofilm-kolonizacié és a laboratériumi expozicid teljes idGtartama alatt. A célvegyiiletek
kivalasztasa felhasznaldsuk és perzisztencidjuk alapjan tortént. A kiilonbozé hatéanyagok
kimutatasa tobbnyire gazkromatografidas modszerrel tortént, azonban a neonikotinoid-tipust
hatéanyagok és a glyphosate meghatarozasat nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC)

modszerrel végeztiik el.

3.4.2. A biofilmvizsgdlatok soran alkalmazott kisérleti elrendezés és kezelések

A természetes koriilmények kozott nodvesztett biofilmeket a nodvesztési periodust
kovetden a természetes vizekbdl kiemelve a MATE KOTI AKK Okotoxikologiai Osztalydnak
klimatizalt laboratoriumi helységébe (T = 224+2°C) széllitottuk, ahol az el6zetesen megtervezett
és méretezett iivegakvariumokat (kb. 80x40x40 cm) feltoltottikk a biofilmndvesztés helyérdl
szarmazo ¢€lovizzel (kb. 15 1). Minden akvariumba 5 db iiveglemezt helyeztiink el (6. abra),
mivel a 6. lemezt a kovaalga-kozosség faji szintli meghatarozasara hasznaltuk fel. Az
akvariumok vizét magneses keverdkkel folyamatosan keringettiik, eldsegitve a megfeleld
oxigénmennyiség beoldodasat, tovabba 3-szakaszos fényperiodusokat allitottunk be (6:00-9:00
400 lux, 9:00-18:00 2000 lux, 18:00-21:00 400 Ilux) (XiLong White T8 fénycsovek,
AkvariumPlus, Budapest), hogy a kornyezeti fényviszonyok minél pontosabban szimulalhatok
legyenek. A fényerésséget heti szinten ellendriztiik (Light Meter MS-86, Dostmann, Wertheim-
Reicholzheim, Németorszag). A vizsgalat teljes iddszaka alatt hetente teljes vizcserét végeztiink
a biofilm-kolonizaci6 helyszinér6l szarmazo természetes vizzel. A vizcserék soran ligyeltiink
arra, hogy minden egység a kezeléseknek megfeleld, eredeti helyére és az {iveglapok
meghatarozott sorrendjének megfeleléen azonos pozicidba keriiljon vissza az akvariumokba. A
sziikséges vizsgalatokat és mintavételeket heti szinten végeztiik el. A kisérlet a mintak analitikai
¢s algologiai vizsgalataval, majd az eredmények statisztikai kiértékelésével zarult.

A hatésok értékelése minden esetben kontrollegységek beallitasa mellett tortént, amelyek
fenntartasat a kezelt egységekhez hasonléan a biofilm ndvesztésének helyérdl szarmazo 15 1
természetes vizben, valamint azonos kdrnyezeti koriilmények kozott és a heti rendszerességii
teljes vizcserék alkalmazasa mellett valdsitottuk meg. A GLY hatésait tiszta hatéanyag (GLY-
IPA) és formazott készitmény (ROUNDUP CLASSIC) formajaban POEA jelenlétében is vizsgaltuk.
A vizsgalatok soran alkalmazott GLY-koncentracido 100 pg/l GLY-IPA (74,1 ng/l GLY szabad
savnak felel meg), amely ugyan eurdpai és hazai kornyzetiinkben nem tekinthetd altalanosnak,

azonban azokon a teriileteken, ahol a GLY-tolerans GM-n6vények termesztése, valamint a GLY-
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tartalmu készitmények allomanyszaritasi célra valo felhasznaldsa jelentds, a GLY koncentracidja

elérheti akar az 5 mg/l-es nagysagrendet is (EDWARDS et al. 1980, COUPE et al. 2012).

6. abra A természetes koriilmények kozott kialakult biofilmek elhelyezkedése laboratdriumi

koriilmények kozott (sajat fotd)

A 2016. évi vizsgalatok soran a POEA egyedi toxicitasanak vizsgalatat is elvégeztiik, az
alkalmazott koncentracio (37,4 pg/l POEA) a vizsgalt GLY-koncentracionak megfeleld
mennyiségli  készitményben megtaldlhaté POEA-tartalommal ekvivalens formézoanyag-
mennyiség. Az expozicid soran alkalmazott heti vizcserék soran a kezelésekben alkalmazott
koncentraciok ismételt beallitasara is sor keriilt. A kezelések biofilmekre gyakorolt hatdsait az
akvariumban elhelyezett liveglapok szdmanak megfeleléen 5 ismétlésben vizsgaltuk. A 2015 és

2016 kozott elvégzett biofilmvizsgalataink jellemzdit a 4. melléklet foglalja ssze.
3.4.3. Biofilmek algabiomasszdjanak és szerkezetének vizsgalati modszerei

A biofilmek algakdzosségeinek biomasszajara gyakorolt hatasokat algafaklya (bbe
Moldaenke BentoTorch, Schwentinental, Németorszag) hasznalataval elvégzett in situ mérések
alapjan értékeltiik (7. abra). Az algafiklyas méréseink sordan az MTA OK DKI (jogutodja: ELKH
OK VOI) munkatarsai voltak segitségiinkre. A pulzalé amplitud6 alapelven miikodé fluoriméter
az FMM-hez hasonldéan szintén az in vivo Klorofill-a-fluoreszcenciat detektalja, tobb
hullamhosszon (470, 525, 610 és 700 nm) torténd gerjesztés mellett. A feliileten megtapado
bentikus algak in vivo fluoreszcenciajanak detektalasa 690 nm-en torténik. A mérési tartomany:

0-15 pg klorofill-a/cm?, mig kimutatasi hatara: 0,1 pg klorofill-a/cm?. A vizsgalatok soran
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alkalmazott algafaklya az algakozosségek fajosszetételének és a teljes algabiomassza in situ
meghatarozasara alkalmas berendezés. Az algafajok diverzitasanak vizsgalata soran a zo61d-, kék-
¢és kovaalgafajok aranyat becsiili a miszer a kiilonb6z6 algacsoportok klorofill-a-tartalma, a
fluoreszcens jel intenzitasa és a beépitett algoritmusok alapjan. A vizsgalt feliilet teriilete: 9,6
cm?, amely soran a teljes algabiomassza és a kiilonb6zé algacsoportok mennyiségét a miiszer
feliiletegységre vonatkozott klorofill-a-tartalomban fejezi ki [pg klorofill-a/cm?] (CARPENTIER
et al. 2013, BBE MOLDAENKE 2020).

7. abra A természetes kortiilmények kozott kialakult balatoni biofilmek vizsgélata laboratoriumi

kortilmények kozott algafdklya hasznélataval (sajat fotd)

Az algafaklya éltal meghatarozott fajosszetételekre vonatkoz6 adatok azonban csak kelld
elévigyazatossag mellett hasznalhatok fel, ugyanis egy 2014-ben koz6lt tanulméanyban az
algabiomassza mennyiségi becslése sordn a hagyomanyos klorofillextrakcids modszerrel és az
algafaklyaval detektalt fluoreszcens jel intenzitasa alapjan meghatarozott klorofill-a-tartalomban
nem tapasztaltak kiillonbséget. Az algak6zosség Osszetételének jellemzése soran azonban jelentds
eltéréseket figyeltek meg a hagyomanyos mikroszkopos fajmeghatirozéas és az algafaklyaval
végrehajtott mérések kozott, igy az algafdklya altal meghatarozott fajosszetételekre vonatkozd
adatok csak koriiltekintés mellett hasznalhatok fel (KAHLERT ¢és McKIE 2014). Az algafaklyas
mérések minden adatsort azonos mértékben jellemzd hibaszintjei mellett a késziilék jol
alkalmazhaté a kiilonbozd Osszehasonlitd vizsgalatokban. Sajat vizsgalatainkat megel6zden
ellendriztiik, a klorofill-a-tartalom meghatarozasara alkalmazott alkoholos extrakciot kovetd
spektrofotometrias (ISO 1992) ¢és az algafaklyaval Kkivitelezett mérések eredményeinek

Osszehasonlitasa soran. A biofilmek klorofill-a-tartalménak meghatarozasa soran az iiveglapok
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homokfuvott oldalanak teljes feliiletérdl (207 sz) rovid sertéji kisméretli kefével ledorzsoltiik,
majd 50 ml desztilldlt vizbe mostuk bele az eltavolitott biofilmréteget. Az igy kapott
biofilmszuszpenziokbol (50 ml) cenrifugdlast kovetden kivontuk a klorofilltartalmat, az
alkoholos extrakciohoz 20 ml 96% etanolt hasznaltunk fel. A klorofill-a-tartalom meghatarozasat
a lebegd algafajok esetében bemutatott modszerrel végeztiik el (lasd 3.3.2. fejezet), minden
minta esetében 3 ismétlésben. A két modszer kozott igen magas korrelaciot (R? > 0,999)
tapasztaltunk a vizsgalt tartomanyban (1-50 pg/ml).

Az algafaklyas vizsgalatokat az Osszes kontroll- és kezelt lemez homokfuvott és sima
feliiletén 2015-ben kett6 [egy kiils6 (K1) és a bels6 (B) mérési pont/oldal], mig 2016-t61 harom
mérési pontban [két kiilsé (K1, K2) és a bels6 (B) mérési pont/oldal] végeztiik el (8. abra). A
valtoztattuk meg a méréseket kdvetden. A biofilmek algakdzdsségeinek biomasszajat jellemzd
paraméterek meghatdrozasat a vizsgalat elején az expozicidt megelézden és a teljes expozicid

sordn a vizcseréket megel6zden kéthetente végeztiik el.

23 cm

>
>

I kb. 3-4 cm T

v

8. abra A biofilmvizsgalatok soran alkalmazott tiveglapok mérete és az livegkockalapok,

valamint a kiils6 (K1, K2) és bels6 (B) mérési pontok elhelyezkedése

Az algafaklya altal algacsoportonként (z6ldalga, cianobaktérium, kovaalga)
meghatarozott adatokat (ug klorofill-a/cm?) minden mérési pontban Osszeadtuk, mivel az igy
kapott Osszklorofill-a-tartalom jellemzi adott mérési pontokban az algakozdsség biomasszajat,
amely értékek képezték a statisztikai modellezés és kiértékelés alapjat. A mérési adatok alapjan a
vizsgalt kontroll- és kezelt biofilmek esetében a biofilmek algak6zosségeinek Osszetételét és az
algacsoportban bekovetkezd valtozasokat kordiagramokon, majd az adatok statisztikai
kiértékelése soran a kiillonb6zd algacsoporok ardnyait kétmintds z-probaval hasonlitottuk Ossze
5%-0s szignifikanciaszinten az R 4.0 statisztikai program (The R Foundation for Statistical
Computing, Bécs, Ausztria) hasznalataval.

A biofilmek algabiomasszajara gyakorolt hatasok kiértékelése szintén az R 4.0 statisztikai
programmal (The R Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria) tortént. Az

alkalmazott altalanos linearis modellekben kiilonb6zé paraméterek hatasait vizsgaltuk a BM-
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értékekre (a kialakult biofilmek algakozdsségének biomasszdjat jellemzd érték, amely az
algafaklya altal kiilonboz6 mérési pontokban algacsoportonként meghatarozott klorofill-a-adatok
Osszege). A kisérleti rendszerben potencidlis magyardz6 valtozok lehetnek, tobbek kozott a
biofilm-kolonizacié helye (Balaton, Duna, Velencei-t0) és idépontja (év: 2015, 2016), amelyek
hatassal vannak a kialakult biofilm-algak6zosség fajkészletére és kezdeti biomasszajara [BM(to):
a kezdeti idopontban (az expoziciét megeldzéen) meghatarozott BM-érték], de a kiilonb6zo
viztesteket jellemz6 fizikai-kémiai paraméterek is hatassal lehetnek a hatasokra. Az iiveglapokon
kialakul6 biofilmek algakdzosségeinek fajkészletére és kezdeti biomasszajara hatast gyakorolhat
tovabba az tiveglap feliilete (sima, homokfuvott) ¢és az fiiveglapok mérési pontjainak
elhelyezkedésébdl adddo potencialis szegélyhatas (kiilsd, belsd mérési pontok, 8. dbra).

A modellalkotas soran mindig egy egyszeriibb linearis alapmodellbdl indultunk ki,
amelyben vizsgaltuk a kolonizacio soran kialakult kezdeti biomasszanak [BM(tp)], az idének, a
mérési pont elhelyezkedésének (kiilsé/belsd), a feliiletnek (homokfuvott/sima), a kezelésnek
(GLY, RounDup CLAssIC, POEA) és az 1d6 kezeléssel egyiittes interakcidjanak az adott mérési
pontokban kialakult BM-értékekre gyakorolt hatasait. A kiilonb6z6 viztestekben és években
kialakult biofilmek esetében a modelleket a modelleredmények (paraméterek), a modell
illeszkedése és a diagnosztikai abrdk segitségével finomitottuk a paraméterek eltavolitasaval,
hozzaadasaval, transzformalasaval és kiilonb6z6 interakciok alkalmazasaval. A végsé modellben
mindig az volt a cél, hogy a modell feltételei teljesiiljenek (diagnosztika), a modell jol
illeszkedjen (R?) és ne legyen talparametrizalva, tehat ne legyenek benne kis informéaciotartalmi,
hat4ssal nem rendelkezd paraméterek, ez utobbit a p-értékek és a modellek AIC-értéke (Akaike-
féle informacids kritérium) alapjan dontottiik el.

A statisztikai kiértékelés soran kiilon modellekben vizsgaltuk a rovid és hosszu tavia
hatasokat. A rovid tavl hatdsok vizsgélata soran a 0. és 2. hét kozott tapasztalhato véltozasokat,
mig a hosszu tava hatasok esetében a 4. héttdl megfigyelhetd jelenségeket értékeltiik. A mérési
pontokban meghatarozott BM-értékek alapjan az adatértékelés soran minden kontroll- és kezelt
egységben Osszehasonlitottuk az {iveglapok sima ¢és homokfuvott feliiletein kialakult
algak6zOsség biomasszajanak mennyiségét, tovabba értékeltiik a vizsgalatba vont egységek
homogenitasat és az egységek sz¢lsO lemezein, tovabba a lemezek szélein érvényesiild
szegélyhatas mértékét.

A 2015-ben novesztett biofilmek szerkezetében a kezelések hatasara bekovetkezo
valtozasokat  pasztdz6  elektronmikroszkopos  (SEM)  technikaval  vizsgaltuk. A
szerkezetvizsgéalatok sordn az expoziciot megeldzden és a kisérlet végén 3-3 iivegkockalapot
gyljtottiink be a kontroll- és kezelt egységekben elhelyezett iiveglapokra a kolonizaciot

megeldzden felragasztott livegkockak koziil. A biofilmmintdkat a SEM-vizsgalatot megel6zéen
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glutaraldehides modszerrel fixaltuk, majd a mintak liofilizalasat kovetéen a SEM-vizsgalatokat
Dr. Acs Eva [MTA OK DKI (jogutédja: ELKH OK VOI)] végezte el. A szerkezetben
megfigyelhetd valtozasok 15 véletlenszerlien kivalasztott mezd attekintésével ¢és a
kontrollcsoportban megfigyelhetd szerkeztei struktirakhoz, mint negativ kontrollhoz torténd

Osszehasonlitas soran keriiltek meghatarozasra.
3.4.4. Balatoni és dunai biofilmek kovaalga-kozosségein elvégzett vizsgalatok

A 2015. évi biofilmek vizsgalata soran a GLY biofilmek kovaalga-k6zosségeinek
Osszetételére gyakorolt hatasait IS meghataroztuk tiszta hatéanyag (GLY-IPA) és formazott
készitmény (ROUNDUP CLASSIC) formajaban. A vizsgalatok soran az expoziciot megel6zben,
majd 6 és 10 hét elteltével a vizsgalat végén minden kontroll- és kezelt egységbdl kiemeltiink 1-1
azonos pozicidoban 1évd Tliveglapot, ezt kovetden az {liveglapok mindkét oldalanak teljes
feliiletérél (414 cm?) — a 3.4.3. pontban leirtakhoz hasonldan — rovid sertéjii kisméretii kefe
haszndlataval ledorzsoltik, majd 50 ml desztillalt vizbe mostuk bele az eltavolitott
biofilmréteget. Az 0Osszegylijtott biofilmmintakbol 25-25 ml-t gyijtottiink Ossze 25 ml-es
centrifugacsdovekbe A mintdkban hagyoményos mikroszkoépos moédszerrel az MTA OK DKI
(jogutédja: ELKH OK VOI) munkatarsai — Foldi Angéla és Trabert Zsuzsa hatiroztidk meg faji
szinten a kovaalga-kozosség Osszetételét. A résziinkre eljutatott fajlistak és a meghatarozott
relativ egyedszamok alapjan végeztiik el a kovaalga-kozosségek biologiai jelleg-alapt (trait-
alapu) vizsgalatat (RIMET és BOUCHEZ 2011, 2012). A kovaalga-kozosség Osszetételében a
kezelések hatdsara bekovetkezd valtozasokat minden esetben a kontrollcsoporthoz hasonlitva
értekeltiik a kiilonb6zd mintavételi idépontokban.

A kovaalga-k6zosség biologiai jelleg-alapu vizsgalata soran a kovaalgafajokat a
kivalasztott biologiai jellegek alapjan jellemeztiik és csoportositottuk. A kivalasztott biologiai
jellegek: a sejtméret és az 6koldgiai guild-ek voltak. A sejtméret alapjan torténd csoportositas
soran a fajokat 5 csoportba osztalyoztuk, amelyekben a sejt térfogata < 99 um® (c1), 100299
um?® (c2), 300-599 um? (c3), 600-1499 pm?® (c4) vagy > 1500 pm? (c5). A bioldgiai jelleg-alapti
vizsgalati modszert alkalmazé kozleményekben (RIMET és BOUCHEZ 2011, 2012) az
okologiai guild jelentése tagabb értelemben véve azon taxonok csoportjait foglalja magaban,
amelyek ugyanazokat az eréforrasokat hasznaljadk ki, és ugyanabban a kornyezetben élnek, de
ugyanazon abiotikus tényezdkhoz kiilonbdzd mddon alkalmazkodnak. A kovaalgdk esetében a
kiillonb6z6 guild-ek meghatarozasa ¢és elkiilonitése a kiilonboz6 él6helyeken (a biofilm
kiilonbozd rétegeiben) kornyezeti gradiensek (tdpanyag-gradiens, dramlasi sebesség-gradiens)

alapjan torténik. A vizsgalatok soran alkalmazott 6kologiai guild-ek: az alacsony profila (low
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cres

MO) és planktonikus (planktic, PL) guild-ek. Az LP guild-hez tartozé fajok a bevonat alsé
rétegeiben helyezkednek, ahova sokkal kevesebb fény és tapanyag jut, viszont a kiilsd
zavarasokkal (pl. aramlasi sebesség) szemben joval védettebbek. A HP guild fajai a bevonat
fels6 rétegeiben helyezkednek el, igy konnyen hozzaférnek a tdpanyagokhoz és a fényhez,
behatasokra viszont igen érzékenyen reagalnak. A MO guild tagjai helyvaltoztatasra képesek, igy
a szamukra legalkalmasabb él6helyet foglaljak el a bevonaton beliill, mig a PL guild-ben
megtalalhatd taxonok a lentikus kornyezethez alkalmazkodtak (PASSY 2007a, RIMET ¢és
BOUCHEZ 2011, 2012). A kovaalgafajok biologiai jelleg-alapt osztalyozasat az OMNIDIA 6.0.
szoftverrel (IRSTEA, Bordeaux, Franciaorszag), tovabba kiilonb6z6é tanulmanyok és elérhetd
adatbazisok alapjan végeztiik (RIMET et al. 2016, 2018, 2019, LIFEWATCH BELGIUM 2020,
TAXASERVICE 2020).

A kovaalgafajok biologiai jelleg-alapti vizsgalata az elkészitett adatbazisok statisztikai
kiértékelésével és Osszehasonlitdsaval zarultak. A statisztikai elemezés soran a kiilonb6zo
biologiai jellegekekbe sorolt taxoncsoportok eloszlasat Fisher-féle egzakt teszttel 5%-0S
szignifikanciaszinten hasonlitottuk 6ssze, az R 4.0 statisztikai program (The R Foundation for
Statistical Computing, Bécs, Ausztria) alkalmazasaval. A kivalasztott bioldgiai jellegeknek
megfelelden kialakitott csoportok eloszlasat a fajszam- és sejtszamaranyok alapjan is értékeltiik,

gyakorisagi tablazatok elkészitését kovetden.

3.5. Analitikai vizsgalatok

Az okotoxikologiai vizsgalataink mellett, kornyezetanalitikai modszerekkel kovettiik a
GLY ¢és a neonikotinoid-tipusit készitményekben felhasznalt LAS lebomlasat kiilonb6zd
felszinivizmintakban és kisérleti bedllitasok mellett. A célvegyiiletek mennyiségi meghatarozasa

a mérési tartomanyban eldzetesen felvett kalibracios gorbék alapjan tortént.

3.5.1. A glyphosate lebomlasanak vizsgalata felszinivizmintakban

A GLY lebomlasat tiszta hatéanyag (GLY-IPA) és formazott készitmény formajaban
(ROUNDUP CLASSIC) vizsgaltuk balatoni €s dunai vizmintakban. A GLY lebomlasanak kinetikajat
biofilmek jelenlétében is meghataroztuk a 2015-ben végzett biofilmvizsgalatok soran (lasd 3.4.2.
fejezet, 4. melléklet), tehat a GLY lebomlésat a biofilmndvesztés helyérdl szarmazo természetes
vizmintakban vizsgaltuk. A lebomlasi kisérletek soran a biofilmeket tartalmaz6 akvariumok

mellett tovabbi 2-2 akvariumot allitottunk be a természetes vizmintaknak, valamint a
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hatébanyagnak ¢és a formazott készitménynek megfelelden, amelyeket a kezeléseknek
megfeleléen elézetesen 15 1 természetes vizzel toltdttiink fel. A kiinduldsi koncentraciok
beallitasat kovet6en, az akvariumokat a biofilmes akvariumok esetében is alkalmazott
koriilmények kozott tartottuk fenn (T = 224+2°C, folyamatos kevertetés, 3-szakaszos
fényperiddus az akvariumok megvilagitasa soran), azzal a kiilonbséggel, hogy az akvariumokba
nem helyeztiink biofilmeket. A lebomlasvizsgalatokban beallitott kiindulasi GLY-koncentracio a
biofilmvizsgalatokhoz hasonldéan 100 pg/l (74,1 pg/l GLY szabad sav) volt. A GLY lebomlasat
biofilmek jelenléte nélkiil egy héten keresztiil napi szintli vizmintavétel mellett vizsgaltuk a
hatéanyag és a formazott készitmény esetében is, mig biofilmek jelenlétében a teljes expozicios
beallitasat kdvetden az elsé héten szintén naponta, majd hetente a vizcseréket megel6zden és a
koncentraciok ismételt bedllitdsat kovetden is elvégeztik a vizmintdk begyljtését. A
mintavételek soran a vizmintakat (15 ml) mindig a koncentraciok beallitasat kovetéen 30 perc
elteltével gytjtottik be, harom ismétlésben, annak érdekében, hogy a vizsgélati anyagok
egyenletesen elkeveredjenek a vizsgalt viztomegben. A vizmintakat a feldolgozasig -24°C-on
fagyasztva taroltuk (BYER et al. 2008, KYLIN 2013).

A minta-el6készités (5 ml vizminta) soran els6 1épésben 250 ul FMOC-CI oldat (0,5 mM)
¢s 0,3 ml boratpuffer (pH = 9) felhasznalasaval szarmazékképzést végeztiink (NEDELKOSKA
¢s LOW 2004). A mintak alapos Osszerazasat ¢s egyords, szobahdmérsékleten torténd
szerves réteg eltavolitdsaval kivontuk a mintdbdl a felesleges szdrmazékképzd reagenst, ezt
kovetden szilard fazist extrakciot végeztiink (HANKE et al. 2008). A szilard fazist extrakcid
soran a szorbenseket 5 ml metanol, majd 5-5 ml desztillalt viz és foszfatpuffer hozzdadasaval
(pH = 3) kondicionaltuk, ezt kovetéen hozzaadtuk az el6készitett 5 ml vizmintat. A minta
hozzdadasat kovetden 3 ml desztillalt vizzel mostuk 4t a szorbenseket harom ismétlésben. A
levegdn kiszaritott szorbensekrdl ezt kovetden 3,5 ml metanol hozzdadasaval leoldottuk a
célvegyliletet. A mintdk beparlasat kovetéen, az alkalmazott folyadékkromatografias
modszernek megfeleld eluensben (acetonitril €s natrium-acetat) tortént a mintadk visszaoldésa,
majd a mintakat 0,45 um-es hidrofil politetrafluoretilén fecskenddszilirdkon sziirtiik at.

A mintak GLY-tartalmat HPLC mddszerrel hataroztuk meg fluoreszcens UV detektalas
mellett (HPLC-UV) (NEDELKOSKA és LOW 2004, KUSTERS és GERHARTZ 2010),
azonban ahol a GLY-koncentracio mar a HPLC-UV detektalas kimutatasi hatara (LOD: 5 pg/l)
ala esett, az analizist folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometrias (LC-
MS/MS) moédszerrel (LOD: 1 ng/l) is elvégeztiik (BYER et al. 2008, HANKE et al. 2008), ahol

szintén a fentebb ismertetett minta-elokészitést alkalmaztuk. A HPLC-UV analiziseket automata
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mintaadagoloval (YL9150) ellatott YL9100 HPLC késziilékkel (Young Lin Instrument Co., Ltd.,
Anyang, Dél-Korea) végeztik el, amelyben a GLY elvalasztasa Chromegabond WR Cig
oszlopokon (ES Industries, Berlin. Németorszag) 40°C-on tortént, mig a jelek detektalasa 260
nm hulldmhosszon valdsult meg. Az eluens aramlési sebessége gradiens elucid alkalmazasa
mellett 0,7 ml/min volt. A kezdeti eluensarany (1:9 = A:B eluensek, A = 100% acetonitril, B =
10 mM Na-acetat-puffer, pH = 6,0) az A eluens aranyat 90%-ra emeltiik a 6. percre, 3 percig
tartottuk, majd 1 percen beliill visszatértiink az eredeti Osszetételhez, amit tovabbi 3 perc
ekvilibralas kovetett. Az injektalt mintamennyiség 30 ul volt.

Az LC-MS/MS vizsgalatokat egy Thermo-Finnigan TSQ-20003 Quantum Discovery
MAX folyadékkromatografias berendezéssel (Thermo Electron Corp., San Jose, CA, Egyesiilt
Allamok) végeztiik el, amelyhez egy elektrospray ionizaciés harmas kvadrupol
tomegspektrométer volt csatlakoztatva. A GLY elvalasztasa Kinetex XB Cjig-0szlopokon
(Phenomenex, Gen-Lab Ltd., Budapest) 25°C-on tortént. A gradiens eltcio 0,2 ml/min aramlasi
sebesség mellett valosult meg. Az alkalmazott eluensek: hangyasav vizes oldata (0,1%, A
eluens) és acetonitril (B eluens). A mérések végrehajtdsa eldtt az eluenseket regeneralt
cellulozsziirékon sziirtiik 4t (0,2 um). Az eluensek Osszetétele a kovetkezOképpen alakult a
mérések sordn: a 2. percig 3% B, majd ez a 10. percre 50%-ra emelkedett és a 15. percre 3%-ra
allt vissza a B eluens aranya, amit tovabbi 10 perc ekviliblalas kovetett.

A biofilm jelenlétében végzett lebomlasvizsgalatokban a GLY-koncentracio alakuldsat a
kezeletlen és kezelt biofilmcsoportok teljes algabiomasszajaban megfigyelhetd valtozasok
figyelembe vételével értékeltiik. Az Gsszbiomassza meghatdrozéasa soran az algafiklya altal egy
mérési pontban mért teriiletet (9,6 sz) vettiik alapul, igy a lemezeken lemért Osszteriilet két
mérési pont esetén 38,4 cm? volt, az Hsszesen lemért teriilet pedig igy egy akvariumban, 5 lemez
esetén 192,0 cm?. A biofilmek dsszteriilete az akvariumokba helyezett tiveglapokon: 2070 cm?.
Az dsszbiomassza meghatdrozasa sordn a lemért teriilet biomasszajat a biofilm boritotta teriiletre

extrapolaltuk.
3.5.2. A linearis alkil-benzol-szulfondtok lebomlasanak vizsgalata vizes kozegben

A neonikotinoid-készitményekben felhasznalt LAS lebomlasat tiszta detergenskeverék
(C10.13) és formazott készitmény formajaban (MOSPILAN 20 SG) 27 napon keresztiil vizsgaltuk
desztillalt vizben és a Dundbdl szarmazé felszinivizmintakban. Kisérleteink soran a LAS
lebomlasanak kinetikajat 14 napon keresztiil kiilonb6z6 neonikotinoid-tipusu hatéanyagok [ACE,

CLO, imidacloprid (IMI), TCL, TMX)] jelenlétében is vizsgaltuk, de csak dunai vizmintakban.
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biodegradacios vizsgalatokhoz hasonloan végeztiik el. A lebomlasi kisérletek soran felhasznalt
természetes folyovizet a Duna budapesti szakaszarol frissen gytjtottiik (,,Z06ld-sziget” Gszomil,
47.481641, 19.057645) a kisérletek beallitasanak napjan. A lebomlasvizsgalatokat 100 ml-es
Erlenmeyer-lombikokban végeztiik el. A LAS lebomlasat minden minta esetében 3 ismétlésben
vizsgaltuk, tehat minden vizsgalati beallitds esetében 3-3 lombikban keriiltek beallitasra a
vizsgalt kiindulasi koncentraciok a természetes vizmintadkban és desztillalt vizben egyarant. A
lebomlasvizsgalatokban beallitott kiindulasi LAS-koncentracié 14,4 mg/l volt a tiszta
detergenskeverék és a formazott készitmény esetében is. Az alkalmazott koncentraciot a D.
magna tesztszervezeten elvégzett akut vizsgalatok eredményei alapjan valasztottuk ki, amelyek
alapjan a kivalasztott koncentracié mar toxikus hatast gyakorolt a D. magna immobilizaciojara.
A neonikotinoid-tipusi hatéanyagok jelenlétében elvégzett lebomlasvizsgalatokban a vizsgalt
hatéanyagok kiindulasi koncentracioi a kovetkezoképpen alakultak: ACE: 120 mg/l, CLO: 134,5
mg/l, IMI: 137,8 mg/l, TCL: 136,2 mg/l, TMX: 157,2 mg/l. A hatébanyagok kezdeti koncentracioit
a MosPILAN 20 SG 0Osszetételében feltlintetett hatéanyag (ACE) aranynak megfeleléen
hataroztuk meg, tehdt az Osszes hatdanyag esetében azonos volt a mol/l értékben kifejezett
koncentracid (0,0005 mol/l). A kisérletek soran minden lombikba 50 ml desztillalt vagy 50 ml
dunai vizminta kertilt. A természetes folyovizbdl a felhasznalast megel6zen nem sziirtiik ki az
oldott részecskéket €s mikroorganizmusokat (baktériumokat, algasejteket), igy biztositva a
természetes koriilmények kozott fennallo degradécios utak kialakuldsat a tesztedényekben. A
vizsgalt felszinivizmintadk f6bb jellemzdi a vizsgalati periddus soran: T = 18+2°C, pH = 8,2+0,2,
oldott oxigéntartalom: 0,6+0,7 mg/l, oldott foszfattartalom: 0,06£0,01 mg/l, Osszes
nitrogéntartalom: 2,9+0,4 mg/l, klorofill-a-tartalom: 0,017£0,006 mg/l. A kiindulasi
koncentraciok beallitdsat a vizsgalt anyagok frissen elkészitett torzsoldataival végeztiik el,
amelyet kovetden a lombikokat nem dugaszoltuk le, de 6vtuk a kdzvetlen fénytdl a kisérlet teljes
id6tartama soran Wang és munkatarsai (2010) ajanlasainak megfelelden.

A kisérleti koncentraciok beallitasat kovetéen 3, 6, 9, 12, és 24 ora elteltével, majd 2-3
naponta keriilt sor a vizmintdk (1 ml) begylijtésére. A mintdk folyadékkromatografias
meghatarozast megel6zéen a mintakat 0,22 um-es politetrafluoretilén-fecskendésziirokon
szirtiink at. A vizsgalt vizmintak LAS-tartalmat fluoreszcens detektalassal HPLC-UV
technikaval hataroztuk meg. Automata injektorral (YL9150) ellatott YL9100 HPLC késziilék
(Young Lin Instrument Co., Ltd.,, Anyang, D¢l-Korea) alkalmazasaval, a LAS elvalasztasa
(Acclaim Surfactant Plus oszlopokon, Thermo Scientific, Waltham, Egyesiilt Allamok) 30°C-on
valosult meg, mig a jelek UV detektaldsa 225 nm hullamhosszon tortént. A gyarto altal ajanlott

modszeren kisebb moddositasokat (mobil fazis pH-értékének és Osszetételének megvaltoztatisa)
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hajtottunk végre (THERMO SCIENTIFIC 2013). A mobil fazis aramlési sebessége izokratikus
elvalasztas mellett 0,6 ml/min volt (25:75 A:B eluensek, A = 100 mM ammodnium-acetat vizes
oldata (pH = 5,0), B = acetonitril, 8 percen keresztiil). Az injektalt minta mennyisége 20 pl volt.

A neonikotinoid-tipusi hatdéanyagok vizmintakban torténé meghatarozasat szintén
HPLC-UV technikaval végeztiik el, amely soran a hatbanyagok elvalasztasa Cig-0szlopokon,
40°C-on tortént, mig a jelek UV detektalasa 252 ¢és 269 nm hulldmhosszokon valosult meg. Az
eluens aramlasi sebessége 1 ml/min volt, izokratikus elicié mellett 10 percen keresztiil (70:30 =
A:B eluensek, A = 90% viz:10% MeOH, B = MeOH).

A felezési 1dok meghatarozasat a meghatarozott koncentraciok abrazolasat kovetden
logisztikus (szigmoid) nem linearis regresszid alkalmazasaval hataroztuk meg, ahol a gorbék
inflexids pontjai megfelelnek a DTsp-értékeknek. Az adatok statisztikai kiértékelése altalanos
linearis modell hasznalataval valosult meg, az R 4.0 statisztikai program (The R Foundation for
Statistical Computing, Bécs, Ausztria) alkalmazasaval. Az adatok normalitasat és a varianciak
homogenitasat minden esetben diagnosztikai abrakkal (QQ-plot), Shapiro-Wilk- és Levene-

tesztek alkalmazasaval ellendriztik.
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4, EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Allatgyogyaszati hatéanyagok és készitmények hatisai nagy vizi bolha (Daphnia

magna) tesztszervezeten

4.1.1. Allatgyégydszati hatéanyagok és készitmények akut toxicitdsa Daphnia magna

immobilizacios vizsgalatokban

A Daphnia magna immobilizaciés vizsgalatok eredményei alapjan a vizsgalt
allatgyogyaszati hatéanyagok koziil a sulfaguanidine (SGD) bizonyult a legtoxikusabbnak (48h
ECso = 1,5+0,3 mg/l), majd a sulfadiazine (SDZ) (48h ECsy = 16,2+3,2 mg/l) mig a
sulfamethazine (SMZ) (48h ECso = 62,2+23,3 mg/l), a sulfamethoxazole (SMX) (48h ECs =
82,6+11,2 mg/l) és a trimethoprim (TRI) (48h ECsy = 99,8+22,5 mg/l) hatéanyagok kevésbé
toxikusnak bizonyultak.

Az SMX ¢és TRI hatéanyagot tartalmazé készitmények vizsgalata soran a SUMETROLIM
szignifikansan toxikusabbnak bizonyult (48h ECso = 110,9+£30,0 mg/l) a CoTRIM E-ratiopharm
(48h ECsp = 1189,4+275,8 mg/1) hatasaihoz képest (p < 0,001).

Az SMX és TRI hatéanyagok egyiittes toxicitasanak vizsgalata soran meghatarozott 48h
ECso-értékek atlagat és szorasat az |. tablazat foglalja 0ssze. A két hatdéanyag egyedi toxicitasa
kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget (p = 0,772), azonban a kombinalt hatasok vizsgalata soran

a TRI minden esetben toxikusabbnak bizonyult (p < 0,001).

I. tablazat A sulfamethoxazole (SMX) és trimethoprim (TRI) hatéanyagok egyedi és egyiittes

toxicitasanak vizsgalata sordn meghatarozott 48h ECsg-értékek

48h ECsg-értékek (mg/l)”

egyedi készitmények keverék
SUMETROLIM CoTrRIM E.
SMX TRI SMX TRI SMX TRI
SMX TRI ekv. ekv. ekv. ekv. ekv. ekv.
110,9+30,0 1189,44+275.8 92,8+26,0
82,6+11,2 | 99,8422.5
74,3+£20,1 | 15,044,0 | 82,8419,2 | 12,3+2,8 | 62,2+17,4 | 12,5+3 5

" Az SMX és TRI hatéanyagok egyiittes toxicitasat a hatdanyagok tiszta keverékének és
formazott készitmények formajaban is vizsgaltuk.

™ A keverék vagy készitmény egyes hatéanyagokra vonatkozoan feltiintetett 48h ECso-értéke az
adott hatéanyagnak azt a koncentracigjat jeloli, amekkora koncentracion az 50%-os hatast
kivalto keverékben vagy készitményben jelen van.
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Az SMX egyedi toxicitasa soran meghatarozott 48h ECso-értékek és a TRI hatoanyaggal
egyiittes hatasok vizsgalata soran a hatdanyag-keverék és a készitmények SMX-tartalomra
korrigalt 48h ECso-értékei kdzott nem tapasztaltunk eltérést (p > 0,050). A TRI esetében viszont
az egyedi toxicitas mértéke alacsonyabbnak bizonyult a formazott készitményekben és a vizsgalt
tiszta hatéanyag-keverékben kialakuld egyiittes kombinalt toxikus hatasokhoz képest (p <
0,001), azonban a kombinaciok esetében meghatarozott TRI-tartalomra korrigalt 48h ECso-

értékek kozott nem figyelheté meg kiilonbség (p > 0,168).

A D. magna tesztszervezeten elvégzett akut tesztek alapjan lathat6, hogy a szulfonamidok
csoportjaba tartozd hatdanyagok toxicitasaban jelentds kiilonbségek figyelheték meg. A
szulfonamidok fizikai, kémiai, farmakologiai, toxikoldgiai és antibakterialis tulajdonsagait
els6sorban a kozos szerkezeti elemhez kapcsolodd funkcios csoportok és az R-szubsztituens
jellege hatarozza meg (BIALK-BIELINSKA et al. 2013, PERJESI 2014). Sajat eredményeink
alapjan a szulfonamid nitrogénatomjan nem gytirlis szubsztituenst tartalmazé vegyiilet, az SGD
(48h ECsp = 1,5+0,3 mg/l) a tobbi gytiriis szubsztituenssel rendelkezé szulfonamidhoz képest
joval toxikusabbnak bizonyult (p < 0,050), ugyanis a legtoxikusabb gylir{is szubsztituenssel
rendelkezé SDZ-nél (48h ECso = 16,2+3,2 mg/l) is kb. 10-szer nagyobb volt a toxicitasa. Az SGD
esetében meghatarozott 48h ECsp-érték belesik a De Liguoro és munkatarsai (2009, 2010) altal
kozolt atlagos 48h ECsp-értékek tartoméanyaba (0,87-3,86 mg/l), tovabba a Bialk-Bielinska ¢€s
szerzOtarsai (2013) altal Osszegylijtott 48h ECse-értékek kozott is az SGD bizonyult a
legtoxikusabb szulfonamid-tipust hatéanyagnak D. magna tesztszervezeten. Az SDZ esetében
atlagos 48h ECso-értékeknél (48h ECso = 212-221 mg/l) (WOLLENBERGER et al. 2000, DE
LIGUORO et al. 2009). Az értékek kozott tapasztalhatdo jelentés szoras hatterében
feltételezhetden az eltéré pH-érték allhat, ugyanis tobb tanulmanyban igazoltdk az SDZ
toxicitasanak novekedését a pH-érték csokkenésével (ANSKJAER et al. 2013, LIU et al. 2016).
Az altalunk meghatarozott toxicitasértékek az SMZ és SMX esetében joval alacsonyabbak a
szakirodalomban megtalalhat6 értékeknél (175-216 mg/l és 189-316 mg/l) (KIM et al. 2007,
PARK és CHOI 2008, DE LIGUORO et al. 2009). A TRI esetében meghatarozott 48h ECsp-
értékek ezzel szemben Gsszhangban vannak az irodalmi adatokkal (100-167 mg/l) (FERRARI et
al. 2004, KOLAR et al. 2014, MENDEL et al. 2015). A szakirodalmi adatok alapjan a TRI
egyedi toxicitasa meghaladja az SMX 6nallo toxicitasat.

A vizsgalt készitmények toxicitdsdban kozel tizszeres kiilonbség figyelheté meg, ezt
részben magyarazza, hogy a készitmények hatdéanyag-tartalmaban azonos tomegre vonatkoztatva

kb. hatszoros kiilonbség figyelheté meg (SUMETROLIM: 400 mg SMX + 80 mg TRI/ 600 mg
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készitmény, COTRIM E-ratiopharm: 65,5 mg SMX + 13,1 mg TRI/ 600 mg készitmény). Az
adalékanyagok Osszetételében is kiillonbségek figyelhetdk meg a kiilonb6z6 formulaciok
(tabletta, szuszpenzid) esetében, amelyek szintén befolyasoljak a készitmények toxicitasat (3.
melléklet I. tablazat). A SUMETROLIM és COTRIM E-ratiopharm D. magna szervezetre gyakorolt
akut hatasait vizsgald tanulmany munkamat megel6z6en nem allt rendelkezésre.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a TRl és az SMX hatdéanyagok kozott
szinergens hatéds figyelhetd meg a vizsgalt készitmények Osszetételében feltiintetett ekvivalens
koncentraciok vizsgalata sordn, amely hatas mértékét a készitmények formazasa soran
felhasznalt adalékanyagok nem befolyasoltak (l. tablazat). A szulfonamidok és a TRI kozott
fellépd szinergizmus mar bizonyitott a kiilonb6z6 antibiotikus hatast készitmények esetében, igy
szamos human- és allatgyogyaszati készitményben alkalmazzak kombindcidikat (ZINNER és
MAYER 2015). A kiilonb6z6 kombinaciok hatasait tobb tanulmanyban vizsgaltak D. magna
tesztszervezeten (pl. SMZ + TRI) (DE LIGUORO et al. 2009, 2010). Az SMX + TRI hatéanyagok
egyiittes hatasainak vizsgalata soran egy Mendel és munkatarsai (2015) altal bemutatott poszter
Osszefoglalojaban megtalalhatd eredmények alapjan az SMX ¢és TRI hatéanyagok toxicitasa
kozott nem volt megfigyelhetd interakcid a vizsgdlt koncentracidtartoméanyban, azonban

esetiikben is a TRI volt a toxikusabb hatasu komponens.

4.1.2. A sulfamethoxazole és trimethoprim dllatgyogydszati hatéanyagok és formdazott

készitményiik enzimaktivitdasra gyakorolt hatdsai Daphnia magna juvenilekben

A glutation-S-transzferaz (GST) enzim aktivitasara gyakorolt hatasok vizsgalata soran
lathatd, hogy az SMX és TRI hatéanyagok akut tesztekben meghatarozott 48h ECyg-értéknek
megfeleld koncentracioban (30 mg/l) torténd egyedi expozicidja mindkét esetben az
enzimaktivitas novekedését eredményezte (SMX: 369,3+50,2 pumol/min/mg (p = 0,039), TRI:
541487 pmol/min/mg (p < 0,001) a kontrollcsoportban mért értékhez képest (212,8+12,4
umol/min/mg) (9. abra). A két hatéanyag egyedi akut toxicitasaban nem volt megfigyelhetd
kiilonbség (1. tablazat), azonban az enzimvizsgalatok esetében a TRl a GST detoxifikacids enzim
magasabb szintli indukciojat idézte elé az SMX-hez képest. (p = 0,025).

A SUMETROLIM nagysagrendileg azonos koncentracioban (35 mg/l) torténd alkalmazasa
szintén szignifikans mértékben megemelte a GST szintjét (337,0+51,4 umol/min/mg (p = 0,028)
a kontrollcsoporthoz képest. A készitmény és az SMX hatdsai kozott nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget (p = 0,090), azonban a TRI jelentés mértékben megemelte a GST
aktivitasat a készitményhez képest is (p = 0,010) (9. abra). Eredményeink alapjan a GST-

aktivitas az immobilizacidhoz képest joval érzékenyebb végpontnak bizonyult.
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9. abra A sulfamethoxazole (SMX) és trimethoprim (TRI) hatéanyagok, valamint formazott

készitményiik a SUMETROLIM (SUM) hatasa a glutation-S-transzferaz (GST) aktivitasara

crer

folyamatokban) jatszik fontos szerepet, azonban kisebb mértékben mas xenobiotikumok
szervezetbe jutasa is hatassal van aktivitasanak mértékére (PFLUGMACHER et al. 1998), igy
jol alkalmazhat6 biomarkere a xenobiotikumok 4ltal eldidézett detoxifikacios folyamatok
indukcidjanak. Habar az eml6s6khoz képest a vizsgalt tesztszervezet detoxifikald rendszere nem
olyan Osszetett és diverz elsdsorban a szubsztratok tekintetében, a vizi bolhdk esetében is
megfigyelheto a szubsztratspecifikus GST-aktivitds (LEBLANC és COCHRANE 1985).

A GST aktivitasat, mint végpontot, szamos tanulmanyban alkalmaztdk a kiilonb6zo
xenobiotikumok D. magna-ra gyakorolt hatasainak vizsgalta soran (QI et al. 2013, SONG et al.
2017). Bar az SMX és a TRl D. magna GST-aktivitasara gyakorolt hatdsainak vizsgalatat célzé
tanulmanyokat nem taldltam a szakirodalomban, vélelmezhetd, hogy itt is a xenobiotikum
hatasara fokozodo metabolikus aktivitids részeként indukalddik a termel6dése, hiszen a GST
enzimek (citoszolikus, mikroszomadlis vagy mitokondridlis alakban egyarant) hidroféb és
elektrofil idegen molekuldk széles skalajahoz képesek a glutationt konjugalni, ezzel inaktivalni
és a szervezetbdl kivalasztani (HAYES et al. 2005), igy tobb tanulmanyban mar alacsonyabb
vizsgalati koncentraciok esetében is igazoltdk a GST aktivitasanak szignifikdns novekedését
SMX-kezelés hatasara pl. hal (0,02-2 mg/l) és alga tesztszervezeteken (2-2,5 mg/l) (LI et al.
2012, LU et al. 2013, NIE et al. 2013), mig magasabb SMX-koncentracioknal (2-10 mg) hal
tesztszervezeten a GST-aktivitds csokkenését tapasztaltak (LI et al. 2012). A TRI esetében

crer
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koncentraciokban (1-3 nM) szintén a GST-aktivitds szignifikdns ndvekedését tapasztaltak
(BINELLI et al. 2009). A szulfonamidok csoportjaba tartozd sulfathiazole esetében egy
tanulméanyban a GST szignifikans novekedését figyelték meg mar 9,5 mg/l koncentracional D.
magna tesztszervezetben (KIM et al. 2009).

A szakirodalmi adatok ¢és sajat eredményeink alapjan megallapithato, hogy a II. fazis
detoxifikald enzimei kozé tartozd GST aktivitdsanak emelkedése mar igen kis koncentraciok
esetében is megfigyelhetd a kiilonb6zo vizi szervezetek esetében, amely elsdsorban azt jelzi,
hogy a vizsgalati anyagok alapvetden ezen enzimek kozremiikodésével konjugalodnak. Az igen
polaros vegyiiletek kozé tartozé hatdéanyagok (SMX log Koy = 0,89, TRI log Koy = 0,91)
(HANSCH et al. 1995, KIM et al. 2007) kdzvetlen glutationnal torténd konjugacidja konnyen

megvaldsul a GST katalizalt folyamat soran, ezzel elésegitve eliminacidjukat a szervezetbdl.

4.2. A neonikotinoid-készitményekben alkalmazott hatéanyagok és adalékanyagok egyedi

és kombinalt toxikus hatasai

4.2.1. Avizsgalt neonikotinoid-tipusu készitmények és dsszetevdinek akut toxicitasa

Daphnia magna immobilizdcios vizsgalatokban

A D. magna immobilizacids vizsgalatok eredményei alapjan a vizsgalt neonikotinoid-
tipustt hatéanyagok koziil a thiacloprid (TCL) bizonyult a legtoxikusabbnak (48h ECsy =
10,443,7), amelyet a thiametoxam (TMX) (48h ECso = 126,0+33,1 mg/l) kovetett a toxicitasi
sorrendben, ezzel szemben a clothianidin (CLO) és az acetamiprid (ACE) esetében igen alacsony
toxicitast tapasztaltunk. A CLO-t vizoldhatosaganak hataran (340 mg/l) (MACBEAN 2012)
vizsgalva csak 38%-0S mozgasképtelenségét tapasztaltunk, mig az ACE 200 mg/l-es
koncentracional az egyedek 10%-a valt mozgéasképtelenné.

A készitmények értékelése soran ugyanakkor a CLO-t tartalmaz6é APACHE 50 WG volt a
legtoxikusabb (48h ECso = 26,6+8,7 mg/l). A CALYPSO 480 SC (48h ECsp=61,1+19,6 mg/l) és a
MospPILAN 20 SG (48h ECsp = 254,9+51,9 mg/l) készitményeket kdvetden, az ACTARA 240 SC
(48h ECs0=1094,64+303,7 mg/1) volt a legkevésbé toxikus.

A vizsgalt neonikotinoid-tipusi hatéanyagok egyedi és a formazott készitmények
eldallitasa soran alkalmazott adalékanyagokkal egyiittes toxicitasdnak Osszehasonlitasa soran
meghatarozott 48h ECso-értékek atlagat és szoradsat a II. tablazat foglalja Ossze. Az
Osszehasonlitd vizsgalatok sordn a CLO és az ACE egyedi toxicitdsahoz képest a hatdéanyagok
formazo6 anyagokkal egyiittes toxicitdsa joval magasabb volt. A CLO-tartalmu készitményben az

OsszetevOk kombinalt toxicitasa kevesebb, mint 1/25 része a hatdanyag egyedi toxicitdsanak. Az
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ACE 200 mg/l koncentracioban csak 10%-0s mozgasképtelenséget eredményezett a kezelt
egyedek esetében, ezzel szemben az adalékanyagok jelenlétében meghatarozott 48h ECsp érték
51,5+10,5 mg/l volt. A TMX egyedi toxicitasahoz képest, ezzel szemben alacsonyabb volt a
hatoanyagok és a készitményeikben megtalalhatd adalékanyagok egyiittes toxicitasa (p = 0,002).
A TCL esetében nem volt igazolhatd statisztikai kiilonbség a hatdéanyag egyedi és az

adalékanyagok egyiittes toxicitasa kozott (p = 0,556) (IL. tablazat).

Il. tablazat A vizsgalt hatéanyagok egyedi és formazott készitményeikben megtalalhatd

adalékanyagokkal egyiittes toxicitdsanak vizsgalata soran meghatarozott 48h ECsp-értékek

48h ECsp-értékek (mg/l)”
Vizsgalt hatéanyagok , egyedi Vizsgalt készitmények kés’zitményben
atlag+SD atlag=SD
thiacloprid 10,4+3,7 CALYPSO 480 SC (TCL) 24,779
thiametoxam 126,0+33,1 ACTARA 240 SC (TMX) 236,4+65,6
clothianidin > 340 APACHE 50 WG (CLO) 13,3+4,4
acetamiprid > 200 MosPILAN 20 SG (ACE) 51,5+10,5

" A készitményekre vonatkozoan feltiintetett 48h ECso-értéke az adott hatéanyagnak azt a
koncentréciojat jeloli, amekkora koncentracion az 50%-os hatast kivaltd készitményben jelen
van.

A MOSPILAN 20 SG készitményben megtalalhatd hatd- és formazodanyag (lineéris alkil-
benzol-szulfonatok, LAS) egyedi toxicitasanak meghatarozasa mellett, egyiittes toxicitasukat
tiszta (a rovarirtdszer-készitményekben taldlhatd egy€b Osszetevoktdl mentes) keverék
formdjaban is vizsgaltuk, a készitményben feltiintetett aranyuknak megfeleléen. Az dsszetevok
egyedi és kombinalt toxicitasanak vizsgalata soran meghatarozott 48h ECsp-értékek atlagat és
szorasat a |l11. tablazat foglalja 6ssze.

A LAS magas egyedi toxicitasat (48h ECsp = 13,0+3,3 mg/l) tapasztaltuk a vizsgalt
hatéanyag 6nalld toxicitasahoz képest. Az ACE-tartalomra korrigalt 48h ECso-értékek alapjan
megallapithatd, hogy az ACE egyedi toxicitasahoz képest, LAS jelenlétében a kombinalt hatdsok
emelkedése volt megfigyelhet tiszta keverék és a készitmény formajaban is. A LAS esetében
ugyanez a tendencia figyelhetd meg (p < 0,009), tehat a vizsgalt anyagok egyedi és kombinalt
toxicitasanak sorrendje mindkét vizsgalt komponens esetében a kovetkezoképpen alakult: egyedi
toxicitds < készitmény < tiszta keverék. A legerdsebb szinergens hatast a vizsgalt anyagok tiszta
keverékének vizsgalata soran tapasztaltuk, ugyanis a keverék esetében meghatarozott 48h ECsp-
értekek igen jelentds mértékben lecsokkentek a készitmény esetében meghatarozott

toxicitasértékekhez képest is (ACE: p < 0,001, LAS: p = 0,008) (III. tablazat).
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I11. tablazat Az acetamiprid (ACE) és a linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS) egyedi és

kombinalt toxicitasanak vizsgalata soran meghatarozott 48h ECsg-értékek

48h ECsg-értékek (mg/l)”
egyedi készitmény keverék
MosPILAN 20 SG
ACE LAS ACE ekv. LAS ekv. ACE ekv. LAS ekv.
254,9+51,9 11,0+£3,9
> 200 13,0+3,3
51,5+10,5 6,1+1,2 2,2+0,8 0,3+0,1

A vizsgalt hat6- és formazoanyag egylittes toxicitasat tiszta keverékiik és formazott készitmény
formajaban is vizsgaltuk.
™ A keverék vagy készitmény, hato- vagy formazoanyagra vonatkozoan feltiintetett 48h ECso-
érteke az adott hat6-, vagy formazdanyagnak azt a koncentraciojat jeloli, amekkora
koncentracion az 50%-os hatast kivalto keverékben vagy készitményben jelen van.

A neonikotinoid-tipustt vegyiiletek a kozos szerkezeti tulajdonsagok ellenére igen
kiilonboz6 molekularis tulajdonsagokat mutatnak, mely szerkezeti valtozatossag tobbek kozott a
molekulatdmegben, vizoldhatésdgban és lipofilitisban is megmutatkozik (TOMIZAWA ¢és
CASIDA 2005, MORRISSEY et al. 2015), igy nem meglepé a hasonld szerkezetii
anyagcsoporton beliil tapasztalt toxicitasértékek magas variabilitdsa. Korabbi vizsgalatok alapjan
a D. magna tesztszervezet kevésbé bizonyult érzékenynek a neonikotinoidok hatdsaival szemben
(BEKETOV és LIESS 2008, RABY et al. 2018). Az altalunk vizsgalt hatoanyagok egyedi
toxicitasanak vizsgalata soran a TCL bizonyult a legtoxikusabbnak (48h ECsy = 10,4+3,7 mg/l),
amely érték joval alacsonyabb a szakirodalomban k6zolt akut toxicitasi értékekhez képest: 48h
ECso > 85 mg/l (SCHMUCK 2001, FAO 2010, LOUREIRO et al. 2010). Az altalunk
meghatarozott 48h ECso-értékek (126,0+£33,1 mg/l) a TMX esetében Gsszhangban allnak a
korabbi tanulmanyokban ko6zolt értékekkel (> 80 mg/l) (ANDERSON et al. 2015, FINNEGAN
et al. 2017, RABY et al. 2018). A CLO a TMX inszekticid hatasu bomlasterméke, amely a TMX
oxadiazingytrtijének hasadasa révén jon létre (SIMON-DELSO et al. 2015). Eredményeink
alapjan a kialakuld metabolit joval kevésbé toxikus a D. magna tesztszervezetre, ugyanis a CLO-
kezelés hatasara a vizoldhatésag hataran (340 mg/l) csak 38%-0s mozgasképtelenségét
tapasztaltunk, ezzel szemben a szakirodalomban publikélt adatok magasabb toxicitast jeleznek
[67,6 ng/l (HAYASAKA et al. 2013) és 40-119 mg/l (US EPA 2003, HAITH 2010,
ANDERSON et al. 2015)]. Az ACE esetében vizsgalt legmagasabb koncentracio 10%-0S
mozgasképtelenséget idézett eld. A vizsgalatokat nem végeztiik el magasabb koncentraciokon,
mivel kornyezetileg mar a 200 mg/l sem tekinthetd relevansnak, hiszen a felszini vizekben
detektalt ACE-koncentracio (0,003—44 ng/l) nagysadgrendekkel az altalunk vizsgalt maximalis
koncentracio alatt helyezkedik el (MORRISSEY et al. 2015, STRUGER et al. 2017, MAHAI et
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al. 2019). Az ACE esetében kapott alacsony mértékii toxicitds megfelel a Yamada és
munkatarsai (1999) altal meghatarozott toxicitasi szintnek (48h ECso-érték > 1000 mg/l), ezzel
szemben szamos tanulmanyban joval magasabb toxicitast (49,2-50,7 mg/l) igazoltak
(EUROPEAN COMMISSION 2004, ASHAUER et al. 2011, WU et al. 2011b).

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a neonikotinoid-tartalmu készitményekben a
hatéanyagok ¢és a formazdanyagok egyiittes hatasa meghaladhatja (ACE és CLO) az aktiv
hatéanyag egyedi toxicitasat vagy alul maradhat (TMX) ahhoz képest a kiszerelt készitményben
(II. tablazat). Jemec és munkatarsai (2007) vizsgalataik soran tovabbi neonikotinoid-tipusu
hatéanyag [imidacloprid (IMI)] és formazott készitményének (CONFIDOR SL 200) D. magna-ra
gyakorolt hatdsait hasonlitottak 0ssze. Vizsgalataikban szintén a hatéanyag egyedi toxicitasdhoz
képest magasabb toxicitast figyeltek meg készitmény esetében, de mas hatdéanyagok és
tesztszervezetek esetén is igazoltak a készitmény fokozott toxicitasat a hatdanyag egyedi
toxicitasahoz képest (TSUI és CHU 2003, MESNAGE et al. 2014).

Az ACE és a LAS egyedi, valamint kombinalt egyiittes hatasainak vizsgélata soran a
vizsgalt formazdanyag egyedi toxicitasa (48h ECsy = 13,0+3,3 mg/l) meghaladta a vizsgalt
hatéanyag toxicitasat (III. tablazat). Az adalékanyagok esetében tapasztalt magas egyedi
toxicitast mar tobb tanulmanyban is igazoltak D. magna tesztszervezeten is (BRAUSCH et al.
2007, SOBRINO-FIGUEROA 2018). A LAS altalunk meghatarozott toxicitasa nagysagrendileg
megkozeliti a szakirodalomban megtalalhato atlagos toxicitasértékeket (48h ECso = 3,7-10,1)
(JURADO et al. 2011, SOBRINO-FIGUEROA 2018). A LAS toxicitasa D. magna
tesztszervezeten nagymértékben fiigg az alkillanc hosszatdl és a molekulatomegtdl (VERGE et
al. 2001), tovabba a juvenilek tenyésztése ¢s tesztelése soran alkalmazott vizes kozeg
keménységétél (MAKI és BISHOP 1979). Az ACE és LAS MOSPILAN 20 SG 0Osszetételében
feltiintetett koncentraciokkal ekvivalens mennyiségben torténd tiszta keverék formajaban torténd
egyiittes vizsgalata soran erds szinergens hatds volt megfigyelhetd, az egyiittes toxicitas mértékét
a készitményben megtaldlhato tovabbi adalékanyagok (74%-a a készitménynek, de nem ismert a
pontos Osszetételiik) azonban szignifikans mértékben lecsokkentették (ACE: p < 0,001, LAS: p =
0,008) (III. tablazat).

4.2.2. Az acetamipid és a linearis-alkil-benzolszulfondtok (LAS) enzimaktivitasra gyakorolt
egyedi és kombinalt hatdsai Daphnia magna juvenilekben

Az enzimaktivitas-vizsgalatokban alkalmazott koncentraciok (az akut vizsgalatokban
meghatarozott 48h ECyp-értéknek megfeleld koncentraciok) egyik kezelés esetében sem okoztak

a kezelt egyedek mozgasképtelenségét/pusztulasat, tehat a biokémiai eredmények szubletalis
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doézisnak megfeleld valtozasokat tiikroznek. A vizsgalt hato- és formazodanyagok egylittes
toxicitasat tiszta keverékiik (ACE-LAS) és formazott készitménylik a MOSPILAN 20 SG
forméjaban vizsgaltuk. Az ACE és LAS keverékének elkészitése soran alkalmazott koncentraciok
megfeleltek a MOSPILAN 20 SG készitményben feltiintetett hato- és formazdanyag-osszetételnek.
A GST-aktivitasra gyakorolt hatasok vizsgalata soran lathato, hogy az ACE esetében
meghatarozott 48h ECyp-¢értéknek megfeleld koncentracidoban torténd expozicid (65 mg/l) soran
meghatarozott enzimaktivitas (34,7+13,3 umol/min/mg) szignifikansan alacsonyabb (p < 0,001)

a kontrollcsoportban megfigyelhet6 enzimaktivitasnal (56,5+4,9 pmol/min/mg) (10. abra).
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10. abra Az acetamiprid (ACE) és a linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS), valamint formazott
készitményiik a MOSPILAN 20 SG (MOS) és tiszta keverékiik (ACE-LAS) hatasa a glutation-S-

transzferaz (GST) aktivitasara

A kombindlt hatdsok vizsgalata sordn az atlagos enzimaktivitds csokkenése volt
megfigyelheté az ACE és a LAS tiszta keverékének (7,4 mg/l ACE; 0,9 mg/l LAS) és a formazott
készitmény (15,6 mg/l ACE; 1,9 mg LAS) esetében is, azonban a csokkenés csak a tiszta keverék
esetében volt szignifikdns mértékti (p = 0,028) a kontrollcsoporthoz képest. A vizsgalt
Osszetevok kombinalt hatasa kozott szignifikans kiillonbség nem mutatkozott (p = 0,990). A
vizsgalt hatd- és formazodanyag egyiittes toxicitdsa nem kiilonbozott szignifikans mértékben a
hatdéanyag egyedi toxicitastol a keverék (p = 0,860) és a készitmény (p = 0,710) esetében sem. A
LAS egyedi expozicidja (3,8 mg/l) az atlagos enzimaktivitas kismértékli emelkedését (64,2+10,5
umol/min/mg) idézte eld, azonban a valtozas statisztikailag nem szignifikans (p = 0,590) a

kontrollhoz képest, ezzel szemben szignifikdnsan magasabb volt az ACE egyedi (p < 0,001) és a
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vizsgalt 6sszetevOok tiszta keverékének (40,5+18,2 umol/min/mg, p < 0,001), valamint formazott
készitményének (43,0+16,1 pmol/min/mg, p = 0,018) expozicidja esetében tapasztalt

enzimaktivitasi szintnél (10. abra).

Az akut tesztekben meghatarozott 48h ECjy-értékek esetében meghatarozott
enzimaktivitasi értékek alapjan az ACE fokozott toxicitasa volt megfigyelhetd, ugyanis a vizsgalt
hatéanyag-koncentracié (65 mg/l) az enzimaktivitas szignifikdns mértékii csokkenését, vagyis a
GST enzim miikodésének gatlasat eredményezte, az akut immobilizacios tesztek eredményeivel
szemben, ahol a legtoményebb dozis (200 mg/l) is csak 10%-0s mozgasképtelenséget
eredményezett a vizsgalt egyedeken. Munkankat megelézéen az ACE GST aktivitasara gyakorolt
hatasait vizsgald tanulmany D. magna tesztszervezetre vonatkozdéan nem allt rendelkezésre a
szakirodalomban. D. magna szervezeten mas neonikotinoid-tipust (IMI — 2,5 mg/l), és egyéb
novényvéddszer-hatdoanyagok (chlorpyrifos — 2,8 pg/l; trifluralin — 0,66 mg/1) esetében a kezdeti
GST-szint emelkedését kovetden, szintén a GST enzim mukdodésének gatlasat tapasztaltak a
magasabb vizsgalt koncentraciokon (JEMEC et al. 2007, SONG et al. 2017). A GST
aktivitasanak csokkenése feltehetden a reaktiv oxigénvegyiiletek termel6désével magyarazhato, a
xenobiotikumok 4ltal eldidézett oxidativ stressz kovetkezményeként. Ezek a keletkezd reaktiv
vegyliletek szignifikdns mértékben késleltetik vagy gatoljdk a szubsztrat oxidaciojat. Az
enzimmiikodés befolydsoldsanak kozvetett modja lehet a novényvédd szerek metabolizmusa
soran keletkez6 reaktiv oxigénvegyiiletekhez torténd kotddés is (SUR és STORK 2003).

A LAS akut immobilizacios tesztekben tapasztalt magas toxicitdsa nem volt tapasztalhatd
az enzimaktivitas-vizsgalatok esetében beallitott koncentracio esetében (3,8 mg/l). McLoughlin
és munkatarsai (2000) a LAS GST-aktivitasra gyakorolt hatasait egy szintén vizi Crustacea-fajon
(Gammarus pulex) vizsgaltak, am eredményeik alapjan 6k sem bizonyitottak a LAS GST-
aktivitasra gyakorolt hatasat.

Az ACE minden vizsgalt koncentracioban és vizsgalati beallitds esetében (egyedi
toxicitas, LAS formazoanyaggal egylittes toxicitas a tiszta keverék és készitmény formajaban) a
GST-enzimaktivitas csokkenését idézte el6. A LAS egyedi toxicitdsanak (3,8 mg/l) vizsgélata
soran nem tapasztaltunk eltérést a kontrollcsoporthoz képest, igy a tiszta keverék expozicidja
soran a MOSPILAN 20 SG 0Osszetételében feltiintetett ACE:LAS-aranynak megfeleld kisebb LAS-
koncentracio (0,9 mg/l) esetében sem varnank hatast a kontrollhoz képest, ezzel szemben a
készitményben feltlintetett hatéanyag-tartalommal ekvivalens mennyiségii ACE (7,4 mgl/l)
jelenlétében gatlo hatéas figyelhetd meg a GST aktivitasaban (10. dbra). A szakirodalmi adatok és

sajat eredményeink alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt szulfonamid-tipusu allatgyogyaszati
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hat6anyagokhoz hasonldéan a neonikotinoidok esetében is tapasztalhato GST-aktivitdsvaltozas a

vizsgalt vizi szervezet esetében.

4.3. Glyphosate hatoanyag-tartalmi készitmények osszetevoinek egyedi és kombinalt

toxicitasa vizi tesztszervezeteken

4.3.1. A vizsgalt glyphosate-tartalmu készitmények és osszetevdinek akut toxicitasa

Daphnia magna immobilizdcios vizsgalatokban

A glyphosate (GLY)— tartalmi ROUNDUP CLASSIC és MEDALLON PREMIUM és
Osszetevoinek egyedi és kombinalt toxicitasanak vizsgalta soran meghatarozott 48h ECso-
értekeket a IV. és V. tablazatok foglaljdk 6ssze. A vizsgalatokat elvégeztiik sajat laboratoriumi
tenyészetiinkon és a kereskedelmi forgalomban kaphaté Daphtoxkit F tesztcsomag
(MicroBioTest, Gent, Belgium) altal biztositott Daphnia-egyedeken is. A GLY esetében
meghatarozott 48h ECsg-értékek 633,3+£156,0 mg/1 (labortdrzs) és 409,1+32,7 mg/l (Daphtoxkit).
A készitmények OsszetevOinek vizsgédlata sordn a legnagyobb mértékli toxicitdst a
formazoanyagok esetében tapasztaltuk: POEA (polietoxilalt faggytaminok keveréke): 4,5+0,5
mg/l (labortorzs) és 4,8+0,7 mg/l (Daphtoxkit); APG (alkil-poligliikozid): 20,8+5,5 mg/l
(labortorzs) és 25,4+5,1 mg/l (Daphtoxkit) (p < 0,001). A készitmények toxicitasa kozott is
jelentds eltérést tapasztaltunk, ugyanis a ROUNDUP CLASSIC esetében tapasztalt toxicitds mértéke
[48h ECsy = 25,844,6 mg/l (labortorzs) és 59,0+7,1 mg/l (Daphtoxkit)] jelentés mértékben
meghaladta a MEDALLON PREMIUM esetében meghatarozott akut toxicitast [48h ECsy =
553,0+43,3 mg/1 (labortorzs) és 285,8+45,7 mg/1 (Daphtoxkit)] (p < 0,001).

IV. tablazat A ROUNDUP CLASSIC és OsszetevOinek vizsgalata soran meghatarozott 48h ECso-

értékek a laboratoriumi D. magna-tenyészet €s a Daphtoxkit tesztcsomag esetében

48h ECsg-értékek (mg/l)”

Vizsgalt egyedi ROUNDUP CLASSIC keverék
torzs GLY POEA GLY ekv. ‘ POEA ekv. GLY ekv. POEA ekv.
25,8+4,6 21,1+7,0
labortd 633,3+156,0| 4,5+0,5 ’ ’ ’ ’
APOTIONES 22 R R 107419 | 4007 | 13143 | 33411
59,0+£7,1

Daphtoxkit | 409,1+32,7 4,8+0,7

24544 | 9,1x1,1

" A vizsgalt hato- (GLY) és formazéanyag (POEA) egyiittes toxicitasat tiszta keverékiik és
formazott készitmény formajaban is vizsgaltuk.

™ A keverék vagy készitmény, hatd- vagy formazoanyagra vonatkozoan feltiintetett 48h ECsp-
értéke az adott hatd-, vagy formdzdanyagnak azt a koncentracigjat jeloli, amekkora
koncentracion az 50%-os hatast kivalto keverékben vagy készitményben jelen van.
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A ROUNDUP CLASSIC készitmény hatdéanyag-tartalomra korrigdlt toxicitdsa magasabb volt
a hatéanyag egyedi toxicitasahoz képest mindkét torzs esetében (p < 0,001). A formazott
készitmény és a tiszta keverék esetében meghatarozott, GLY-tartalomra korrigalt 48h ECsp-
értékek kozott nem volt megfigyelheté kiilonbség a labortérzs esetében (p = 0,289). A
labortenyészet esetében a POEA egyedi toxicitasaban és az egyiittes hatdsok vizsgélata soran
meghatarozott korrigalt 48h ECsp-értékekben nem tapasztaltunk kiilonbséget (p > 0,073), ezzel
szemben a tesztcsomag esetében a POEA egyedi toxicitasa magasabbnak bizonyult a készitmény

esetében meghatarozott korrigalt érték alapjan (p = 0,005) (IV. tablazat).

V. tablazat A MEDALLON PREMIUM és OsszetevOinek vizsgalata soran meghatarozott 48h ECsp-

értékek a laboratoriumi D. magna-tenyészet €s a Daphtoxkit tesztcsomag esetében

48h ECsg-értékek (mg/l)”
Vizsgalt MEDALLON PREMIUM ™
cirzs CLY GLY ekv. | APG ekv. APG
labortorzs 633,3+156,0 233,0::43,3 20,8+5,5
’ ’ 188+14,7 82,9+6,5 T
Daphtoxkit | 409,1+32,7 283,845.7 25,4+5,1
T 97,2+15,6 42.9+6,9 T

"A vizsgalt hato- (GLY) és formazoanyag (APG) egyiittes toxicitasat készitmény formajaban
vizsgaltuk.

™ A készitmény, hat6- vagy formazoanyagra vonatkozoan feltiintetett 48h ECso-értéke az adott
haté-vagy formazoanyagnak azt a koncentraciojat jeloli, amekkora koncentracion az 50%-0s
hatast kivalto készitményben jelen van.

A MEDALLON PREMIUM esetében a készitmény hatdoanyag-tartalomra korrigalt toxicitasa
szintén meghaladta a hatdanyag egyedi toxicitasanak mértékét mindkét populacio esetében (p <
0,001) (V. tablazat). A POEA hatasaihoz képest az APG-tipusii formazodanyag kevésbé
toxikusnak bizonyult a vizsgalt tenyészetek esetében (labortorzs: p = 0,001; Daphtoxkit: p =
0,002) (IV. és V. tablazat). Az APG egyedi toxicitasa szignifikansan magasabb, a GLY egyedi (p
< 0,001) és a készitmény forméazoanyag-tartalomra korrigalt toxicitasanal (labortorzs: p < 0,001,

Daphtoxkit: p = 0,024) mindkét populacio esetén (V. tablazat).

A nagy vizibolha ndstény egyedei nem megfeleld kornyezeti koriilmények kozott (pl.
taplalékhiany, alacsony hoémérséklet) haploid génkészletli, un. tartdos petéket (ephippium)
képeznek, amelyek a megtermékenyitést kdvetden nyugalmi allapotba keriilnek addig, amig a
kornyezeti feltételek Ujra megfeleléek lesznek. A tartds peték egy részeébdl himek is

fejlodhetnek, amely lehetdséget kindl a valtivara szaporodasra. Az eltéré genetikai allomannyal
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rendelkezd utédok megjelenése lehetové teszi a megvaltozott kornyezeti tényezoékhoz torténd
jobb alkalmazkodast (SCOURFIELD és HARDING 1958, VANOVERBEKE et al. 2007, CHOI
et al. 2016). A tesztcsomag altal biztositott tartdés petékbdl, igy him egyedek is kikelhettek,
rdadasul ismeretlen aranyban, amely befolyasolhatja a populacio érzékenységét, mivel a két nem
xenobiotikumokra valé érzékenysége eltéré egymastol (IKUNO et al. 2008), ezért a
laboratoriumi torzs és a Daphtoxkit altal biztositott egyedek esetében meghatarozott
toxicitasértékek kozvetlen 0sszehasonlitasa nem végezhetd el esetiinkben.

A GLY okotoxikoldgiai tesztelése soran igen jelentds kiilonbségek figyelhetok meg a D.
magna tesztszervezet esetében, ugyanis a szakirodalomban elérheté akut toxicitasértékek a 4,2—
24 mg/l (FAO 2001, SIHTMAE et al. 2013) nagysagrendtdl elérhetik akar a 146-930 mg/I
toxicitasi tartomanyt iS (MCALLISTER és FORBIS 1978, FORBIS és BOUDREAU 1981,
DOMINGUEZ-CORTINAS et al. 2008, EGEIS 2020). A feltiintetett toxicitasi értékek alapjan
az altalunk meghatarozott 48h ECsp-értékek nem tekinthetdek kiugronak.

A GLY-tartalmu készitmények toxicitasat tobb tanulmanyban is vizsgaltdk, azonban a
meghatarozott toxicitasi értékek esetében a hatdoanyaghoz hasonldan itt is jelentds mértékiiek a
szorasok, igy az elérhetd toxicitasértékek igen tag tartomanyban mozognak (1,75-782 mg/l)
(ALBERDI et al. 1996, MELNICHUK et al. 2007, DOMINGUEZ-CORTINAS et al. 2008,
PEREIRA et al. 2009). A ROUNDUP CLASSIC esetében meghatarozott toxicitasi értékek (GLY-
tartalomra korrigalt 48h ECsp-értékek: 10,7£1,9 mg/l és 24,5+4,4 mg/l) jol korreldlnak a
ROUNDUP készitmények esetében meghatarozott 48h ECsg.értékekekkel (GIESY et al. 2000, TU
¢s RANDALL 2001, US EPA 2008, SIHTMAE et al. 2013, CUHRA et al. .2013). A
készitmények esetében meghatarozott kiilonbségek az eltéré hatdanyag-tartalommal és a
kiilonb6zé adalékanyagok jelenlétével magyarazhatok. A vizsgalt készitmények esetében a
biztonsagi adatlapokon feltiintetett toxicitasi értékek D. magna tesztszervezetre vonatkozodan:
48h ECsp-értékek 11 mg/l (ROUNDUP CLASSIC) és 160 mg/l (MEDALLON PREMIUM)
(MONSANTO EUROPE S.A. 2015, SYNGENTA 2018), amely értékek 6sszhangban vannak az
akut vizsgalataink eredményeivel. A MEDALLON PREMIUM készitmény toxicitdsat tovabbi
szakirodalmi értékekkel nem tudtam &sszehasonlitani a megfeleld adatok hidnyaban.

A GLY ¢és formézott készitményei esetében tapasztalhatd jelentds mértékli szoérasok
feltételezhetéen a kiillonbozé D. magna-torzsek érzékenységbeli kiilonbségeivel, valamint az
eltéré kisérleti koriilményekkel (pl. pH, oldott oxigéntartalom, hémérséklet) magyarazhatok
(FOLMAR et al. 1979, BAIRD et al. 1991, MENSINK ¢és JANSSEN 1994, DILL et al. 2010).

A forméazoanyagokon elvégzett immobilizacios tesztjeink alapjan a POEA esetében
meghatarozott 48h ECso-értékek (4,5+0,5 és 4,8+0,7 mg/l) dsszhangban vannak a Demetrio és
munkatarsai (2014) altal meghatarozott 96h ECso-értékkel (3,8 mg/1), azonban joval magasabbak
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a vizibolhafajokon (D. magna és D. pulex) meghatarozott 48h ECsp-értékhez képest (0,1-2 mg/l)
(BRAUSCH et al. 2007, EGEIS 2020). A pH-érték valtozasa jelentds mértékben befolyasolja a
POEA toxicitasat, igy az eltéré pH-értékek is eredményezhetik az értékek variabilitasat
(SERVIZI et al. 1987). Az altalunk elvégzett vizsgalatokhoz hasonléan tobb tanulmanyban is a
POEA bizonyult a legtoxikusabb komponensnek (SERVIZI et al. 1987, TSUI és CHU 2003,
RICO-MARTINEZ et al. 2012). A szakirodalomban elérhetd toxicitasi vizsgalatokban az APG
esetében mar 1,5-10 mg/l koncentracidoban detektaltdk a vizsgéalt nem ionos feliiletaktiv anyag
negativ hatésait a fito- és zooplankton-kozosségekre, kiilondsképpen D. magna esetében (RIERA
¢s COHEN 2016). Tobb tanulmanyban igazoltak az APG-vegyliletek fokozodo toxicitasat a
szénlanc hosszanak, vagyis a vegyllet hidrofobicitdsanak novekedésével, tobbek kozott D.
magna szervezeten is (UPPGARD et al. 2000, JURADO et al. 2012). A meghatarozott 48h
ECso-értékek, igy igen tag tartomanyban mozognak: 7 mg/l (APG Ci, 14) — 557 mg/l (APG Cg)
(STEBER et al. 1995, MADSEN et al. 1996, 2001).

Tobb tanulmanyban szintén a formazott készitmények megemelkedett toxicitasat
figyelték meg a felhasznalt adalékanyagok (pl. POEA) jelenlétében D. magna tesztszervezeten
(TSUI és CHU 2003, DOMINGUEZ-CORTINAS et al. 2008, PEREIRA et al. 2009, SIHTMAE
et al. 2013), azonban az ellenkezdjére is akad példa ugyanis Cuhra és munkatarsai (2013) éppen
alacsonyabb toxicitast figyeltek meg a készitményben jelenlévé adalékanyagok jelenlétében.
Eredményeinkhez hasonléan humén sejtvonalakon a GLY egyedi toxicitdsahoz képest az APG
fokozott toxicitasarol szamoltak be egyedileg és kiszerelt készitmény (MEDALLON PREMIUM)
formajaban vizsgalva egyarant (DEFARGE et al. 2016).

4.3.2. Fitotoxikus hatasok algaszaporodas-gatlasi vizsgalatokban és a fotoszintetikus

aktivitas meghatdrozasa soran lebegé algafajok esetében

A ROUNDUP CLASSIC készitmény vizsgalata soran az optikai denzitas (OD) mérések
alapjan meghatarozott 72h ECsp-értékek a hatdanyag esetében a Pseudokirchneriella subcapitata
¢s a Desmodesmus subspicatus algafajok esetében nem kiilonboztek egymastol (P. subcapitata:
125,2+16,5 mg/l, D. subspicatus: 132,9+2,3 mg/l) (p = 0,467). A Scendesmus obtusiusculus
esetében ezzel szemben joval nagyobb egyedi toxicitast tapasztaltunk (73,1+21,2 mg/l) a két
masik zoldalgafaj esetében meghatarozott egyedi toxicitasi értékekhez képest (p < 0,001). A
POEA egyedi toxicitasa szignifikdnsan meghaladta a hatéanyag egyedi toxicitdsat mindhdrom
algafaj esetében (p < 0,001), tovabba a GLY egyedi toxicitasahoz képest a formazott készitmény
toxicitasa jelentdsen megnétt POEA jelenlétében minden faj vizsgalata soran (P. subcapitata, D.

subspicatus: (p < 0,001); S. obtusiusculus p = 0,005). A készitmény esetében meghatarozott
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POEA-tartalomra korrigalt és a POEA egyedi expozicidjat kovetéen meghatarozott
toxicitasértékek kozott nem figyelheté meg kiilonbség a P. subcapitata (p = 0,146) és D.
subspicatus (p = 0,172), S. obtusiusculus esetében azonban a formazoanyag egyedi toxicitasa
alacsonyabb (p = 0,021). A meghatarozott 72h ECsp-értékek alapjan jelentds kiilonbség
figyelheté meg a vizsgalt fajok érzékenységében. A hatéanyag esetében a P. subcapitata és a D.
subspicatus érzékenysége kozott nem tapasztalhatdo kiilonbség (p = 0,467), azonban a S.
obtusiusculus joval érzékenyebben reagalt a GLY toxikus hatéasaira (p < 0,001). A készitmény és
a POEA esetében ezzel szemben az S. obtusiusculus volt a legtoleransabb faj, amit a D.
subspicatus kovetett, mig mindkét vizsgalt anyag esetében a P. subcapitata bizonyult a
legérzékenyebb zoldalgafajnak (ROUNDUP CLASSIC: p < 0,001; POEA: p < 0,030) (VI. tablazat).

VI. tdblazat A ROUNDUP CLASSIC ¢és OsszetevOinek vizsgalata soran meghatarozott 72h ECso-

értékek a kiilonboz6 zoldalgafajok esetében az optikai denzitas (OD) mérése alapjan

72h ECso-értékek (mgﬁ)*
woy | e | foometone T ey
i i 12,0+3.1
Pseustif;g?tgi;'e"a 12524165 51a1 s L0405 2,607
obtusiusculs 712212 27,313,25&9’(1)0,211,4 6:9+1,6

" A vizsgalt hato (GLY)- és formazéanyag (POEA) egyiittes toxicitisat formazott készitmény
formajaban vizsgaltuk.

™ A készitmény, haté- vagy formazoanyagra vonatkozoan feltiintetett 72h ECso-értéke az adott
hato-, vagy formazoanyagnak azt a koncentracigjat jeloli, amekkora koncentracion az 50%-0s
hatést kivalto készitményben jelen van.

Az OD-mérések alapjan meghatarozott toxicitasi értékekhez hasonléan a klorofill-a-
tartalom mérései is azt mutattdk, hogy a készitmény toxicitdsa magasabb a GLY egyedi
toxicitasahoz képest a vizsgalt zoldalgafajok esetében (p < 0,001). A GLY egyedi toxicitasa a
vizsgalt cianobaktérium (Anabaena flos-agquae) esetében volt a legjelentdsebb mértéki (17,4+6,0
mg/l) (p < 0,001), azonban a klorofill-a-tartalom alapjan a két zoldalgafaj érzékenységében is
eltérés volt megfigyelhetd, ugyanis a D. subspicatus érzékenyebbnek bizonyult (73,8+5,3 mg/l) a
P. subcapitata-hoz képest (105,3+17,8 mg/l) (p = 0,004). A POEA egyedi hatasa a klorofill-a-
tartalom alapjan is joval toxikusabbnak bizonyult a GLY egyedi toxicitasahoz képest (p < 0,001),
ahol ebben az esetben a P. subcapitata volt az érzékenyebb zdldalgafaj (p < 0,001). A

hatéanyaggal ellentétben, a készitmény esetében meghatarozott POEA-tartalomra korrigalt és a
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POEA egyedi vizsgalata soran meghatarozott toxicitasi értékek kozott nem volt nagysagrendi
kiilonbség a vizsgalt zoldalgafajok esetében (P. subcapitata: p = 0,096, D. subspicatus: p =
0,896). A két zoldalgafaj érzékenységében nem volt megfigyelhetd kiilonbség a készitménnyel
torténd kezelést kovetden (p = 0,838) (VII. tablazat).

VII. tdblazat A ROUNDUP CLASSIC és 0sszetevoinek vizsgalata sordn meghatarozott 72h ECsp-

értékek a zoldalgafajok és egy cianobaktérium esetében a klorofill-a-tartalom alapjan

72h ECsp-értékek (mg/l)”
ROUNDUP CLASSIC
Algafaj GLY POEA
gy GLY ekv. | POEA ekv.
i i 34,9+23.2
Pseudoklrchnerlella 105.317.8 1,940.3
subcapitata 14,549.6 5,4+3,6
32,349,2
Desmo&_:lesmus 73.845.3 4,9+0,6
subspicatus 13,443.8 5,0+1,4
n.a.
Anabaena 17,4460 n.a.
flos-aquae n.a. n.a.

" A vizsgalt hato- (GLY) és formazoanyag (POEA) egyiittes toxicitasat formazott készitmény
formajaban vizsgaltuk. (n.a.: nincs adat)

™ A készitmény, hat6- vagy formazoanyagra vonatkozoan feltiintetett 72h ECso-értéke az adott
hat6-, vagy formédzoanyagnak azt a koncentracidjat jeloli, amekkora koncentracion az 50%-0s
hatast kivalto készitményben jelen van.

A MEDALLON PREMIUM készitmény vizsgalata soran az OD-méréseket kdovetden
meghatarozott 72h ECso-értékek alapjan a GLY egyedi toxicitasa a P. subcapitata esetében
alacsonyabb a készitmény formajaban vizsgalt egyiittes toxicitasahoz képest (p < 0,001), a
RouNDuUP CLASSIC készitményhez hasonléan. A GLY egyedi toxicitasa ezzel szemben joval
meghaladta a formazott készitmény esetében meghatarozott egyiittes toxicitds mértékét a masik
két vizsgalt zoldalgafaj esetében (D. subspicatus: p < 0,001, S. obtusiusculus: p = 0,002) és a S.
obtusiusculus bizonyult érzékenyebbnek a GLY kezelés hatasaval szemben (p = 0,001). A
POEA-hoz hasonldan az APG egyedi toxicitdsa is meghaladta a hatéanyag egyedi toxicitasat a P.
subcapitata és a D. subspicatus algafajok esetében (p < 0,001), ahol a P. subcapitata bizonyult
érzékenyebbnek (p < 0,001). Az S. obtusiusculus esetében azonban a hatéanyag egyedi toxicitasa
volt magasabb, a formdzdanyag egyedi toxicitasahoz képest (p = 0,008). A készitmény esetében
meghatarozott APG-tartalomra korrigalt és az APG egyedi vizsgalata soran meghatarozott
toxicitasi értékek kozott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a S. obtusiusculus (p = 0,109)
esetében a POEA-hoz hasonldan, a P. subcapitata esetében az egyedi toxicitas alacsonyabb (p =
0,038) ezzel szemben a D. subspicatus esetében joval magasabb volt az egyiittes hatashoz képest

(p = 0,001). A meghatarozott 72h ECso-értékek alapjan jelentds kiilonbség figyelhetd meg a
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vizsgalt fajok érzékenységében. A készitmény és az APG esetében is a P. subcapitata volt a
legérzékenyebb faj (MEDALLON PREMIUM: p < 0,001, APG: p < 0,001), de amig a MEDALLON
PREMIUM esetében érzékenységbeli kiilonbség nem volt mefigyelheté a masik két faj esetében (p
= 0,650), addig az APG hatasaival szemben az S. obtusiusculus bizonyult toleransabbnak (p <
0,001) (VIIL. tablazat).

VIII. tdblazat A MEDALLON PREMIUM és Gsszeteviinek vizsgalata sordn meghatdrozott 72h

ECso-értékek a kiilonbozo zoldalgafajok esetében az optikai denzitds (OD) mérése alapjan

72h ECsp-értékek (mg/lz*
R T
i i 125,7+13,7
PSEUS%%@QE?Q?QEH& 129,216, 42,7i4,7’ 18.942.1 23,0+2,3
foé@ﬁ?fi&‘s”s 132,942.3 245,&3722’2’%91662’1 g | 643129
+171

" A vizsgalt haté- (GLY) és formazoanyag (APG) egyiittes toxicitasat formazott készitmény
fgrméj aban vizsgaltuk.

A készitmény, hatd- vagy formazoanyagra vonatkozoan feltiintetett 72h ECso-értéke az adott
hato-, vagy formazdanyagnak azt a koncentracigjat jeloli, amekkora koncentracion az 50%-0s
hatast kivalto készitményben jelen van.

A P. subcapitata és D. subspicatus fajokon elvégzett vizsgalatok eredményei alapjan a D.
magna tesztszervezeten tapasztalt tendencianak megfeleléen a ROUNDUP CLASSIC készitmény és
OsszetevOinek egyedi és kombinalt toxicitasanak vizsgalata soran a POEA bizonyult a
legtoxikusabb 0OsszetevOnek, majd a készitmény, mig a GLY egyedi toxicitdsa volt a
legcsekélyebb mértékii Tsui és Chu (2003) eredményeihez hasonldan.

A mintak OD-értékének és klorofill-a-tartalmanak meghatarozasat kovetéen megallapitott
72h ECsp-értékek kozott néhol nagyobb kiilonbségek figyelhetok meg, azonban az eredmények
€s a toxicitasban megfigyelhetd trendek jol kovetik egymdast mindkét végpont esetében. A
klorofill-a-tartalom alapjan meghatarozott toxicitasi értékek altalaban alacsonyabbak az OD
alapjan szamitott 72h ECsy értékeknél (VI. és VII. tablazatok). A 72h ECsp-értékek kozotti
kiillonbségek feltételezhetden azzal magyarazhatok, hogy az OD meghatirozasat zavarhatja a
sejtek aggregalodasa és az elhalt sejtek maradvanyainak jelenléte a mintaban, mig ezzel szemben
a klorofill-a-tartalom analitikai meghatarozasa soran ez a zavaré matrix az extrakciot kovetden
nincs jelen a mintaban. Az elhalt ndvényi sejtekben a klorofill-a gyorsan bomlasnak indul, tehat
az algaszaporodast gétld hatdsok becslése csak az ¢l6 sejtek alapjan torténik, igy a klorofill-a-

tartalom meghatarozasa megbizhatobb ¢és érzékenyebb végpontnak bizonyult.
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A szakirodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan jelent6s kiilonbségek figyelhetok
meg a kiilonboz6 alga- és cianobaktérium-fajok GLY hatdéanyaggal szembeni érzékenységében
(WONG 2000, ARUNAKUMARA et al. 2013, WANG et al. 2016), igy nem meglepd, hogy az
elérhetd toxicitasi adatok kozott is jelentOs eltérések figyelhetok meg. A GLY- fitotoxikus
hatasainak vizsgalata soran a P. subcapitata esetében meghatarozott 72h ECsp-értékek
(125,2+£16,5 ¢és 105,3+17,8 mg/l) joval meghaladjak az elérheté irodalmi értékeket (24,7-41
mg/l) (TSUI és CHU 2003, EGEIS 2020). A D. subspicatus esetében meghatarozott értékek
(132,9+2,3 ¢és 73,8+5,3 mg/l) jol illeszkednek az elérhetd toxicitastartomanyba (72,9-166 mg/l)
(GIESY et al. 2000, MACBEAN 2012, LEWIS et al. 2016). A S. obtusiusculus és az A. flos-
aquae algafajokra els6ként hataroztuk meg a GLY-izopropilammoénium (IPA)-s6 (GLY-IPA)
hatéanyagra vonatkozo 72h ECsp-értékeket.

Eredményeink alapjan a GLY egyedi toxicitdsa joval alacsonyabbnak bizonyult a vizsgalt
formazdéanyagok egyedi toxicitasandl, kivéve egy esetet, ahol az APG egyedi toxicitdsa
alacsonyabb volt a hatdbanyag 6nallo toxicitasanal a S. obtusiusculus esetében (p = 0,008) (VIII.
tablazat). A vizsgalt formazoanyagok koziil a D. magna tesztszervezeten tapasztalt hatasokhoz
hasonléan a POEA toxikusabbnak bizonyult az APG-nél (p < 0,001) (VII. és VIII. tablazatok). A
POEA fitotoxicitasi értékei (2,6+£0,7 mg/l és 1,9+0,3 mg/l) nagysadgrendileg megfelelnek a P.
subcapitata fajon meghatarozott irodalmi értékeknek (0,2—4,1 mg/l) (VAN GINKEL et al. 1993,
TSUI és CHU 2003, RODRIGUEZ-GIL et al. 2017) (VI. és VII. tablazatok). A S. obtusiusculus
¢s D. subspicatus zoldalgafajok esetében els6ként hataroztuk meg a POEA-ra vonatkozd 72h
ECso-értékeket. Az APG esetében P. subcapitata fajon meghatarozott 72h ECs-értékek
(23,0£2,3 mg/l) megfelelnek a hosszii szénlanci APG-vegyiiletek esetében meghatarozott
toxicitasi tartomanynak (Ciz 14: 11-46 mg/l) (MADSEN et al. 1996, JURADO et al. 2012),
viszont joval meghaladjak a Pavlic és munkatarsai (2005) altal C;o szénlancti APG-vegyiiletek
esetében meghatarozott értéket (2,7 mg/l). A rovidebb szénlanct (Cg 19) APG-vegyiiletek
esetében meghatarozott 72h ECso-érték P. subcapitata tesztszervezeten igen magasnak bizonyult
(1113-1543 mg/l) (MADSEN et al. 1996, JURADO et al. 2012). A D. subspicatus esetében
meghatarozott toxicitasi szint (64,3+12,9 mg/l) (VIII. tablazat), joval meghaladjak a kiilonb6zo
lanchosszusagu APG-vegyliletek esetében meghatarozott atlagos 72h ECsg-értékeket (Cg_10: 21
mg/l, Ci214: 6 mg/l) (STEBER et al. 1995), de foleg a Pavlic és szerzétarsai (2005) altal
meghatarozott atlagértéket (Cio: 0,32 mg/l). Eredményeink alapjan az APG hatasaival szemben
legkevésbé érzékeny S. obtusiusculus esetében elsdként hataroztuk meg az APG-re vonatkozd
72h ECsp-értéket. A szénlanc hosszaval fokozodo toxicitast az alga tesztszervezetek esetében is

t5bb tanulméanyban megfigyelték (STEBER et al. 1995, JURADO et al. 2012).
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A GLY-tartalmu készitmények toxicitasat alga tesztszervezeteken tobb tanulmanyban is
vizsgaltdk (POWELL et al. 1991, SAENZ és DI MARZIO 2009, EWACHA és
GOLDSBOROUGH 2013). A P. subcapitata tesztszervezeten, ROUNDUP CLASSIC esetében
meghatarozott toxicitasértékek (72h ECsp-értékek: 5,1+1,3 mg/l (GLY-tartalomra korrigalt érték)
nagysagrendileg megfelelneck a ROUNDUP készitmények esetében meghatarozott 72h ECs-
értékekeknek (0,7-5,8 mg/l) (LISEC 1989, TSUI és CHU 2003, EGEIS 2020), azonban joval a
Cedergreen ¢s Streibig (2005) altal meghatarozott érték alatt maradnak (64,7 mg/l). A vizsgalt
készitmények biztonsadgi adatlapjain feltiintetett toxicitasi értékek alga tesztszervezetekre
vonatkozoan: 72h ECsp-értékek: 2,1 mg/l (P. subcapitata, ROUNDUP CLASSIC) és 140 mg/l (D.
subspicatus, MEDALLON PREMIUM) (MONSANTO EUROPE S.A. 2015, SYNGENTA 2018),
amely értékek joval alacsonyabbak az altalunk meghatarozott értékeknél mindkét készitmény
esetében. A vizsgalt készitmények toxicitasat tovabbi szakirodalmi értékekkel nem tudtam
Osszehasonlitani a megfeleld adatok hianyaban. A készitmények fokozott toxicitdsat az
adalékanyagok (pl. POEA) jelenlétében mar tobb tanulmanyban is igazoltak (TSUI és CHU
2003, PEREIRA et al. 2009, LIPOK et al. 2010).

A kiilonbozé algafajok kozott tapasztalt érzékenységbeli  kiilonbségeket tobb
tanulmanyban is megfigyelték (WONG 2000, TSUI és CHU 2003, WANG et al. 2016), amely

crer

crer

fiziologiajaban  (pl. ndvekedés, tapanyagfelvétel, metabolikus aktivitdss) mutatkozo

kiilonbségekkel magyarazhatdo (SCHONHERR 2002, EWACHA és GOLDSBOROUGH 2013).

A GLY és a POEA algasejtek fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt hatasait P. subcapitata
zoldalgafajon vizsgaltuk a PS II fotokémiai rendszer fotokémiai hatékonysagat jellemz6 Fv/Fp-
értékek és a fotoszintetikus aktivitast jellemzd vitalitasindex (Rfd) -értékek alakuldsanak
értékelésével. A vizsgalt hat6é- és formazdanyag egyiittes toxicitasat fomazott készitmény
(RounDuP CLASSIC) forméajaban is meghataroztuk.

A GLY fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt hatasainak vizsgalata soran a tiszta hatéanyag
nem eredményezte a PS II fotokémiai rendszer fotokémiai hatékonysagat jellemz6 Fv/Fp-értékek
szignifikans mértékli csokkenését a kontrollcsoporthoz képest egészen a 109 mg/1 koncentracidig
(p = 0,034). A tiszta hatdbanyaghoz hasonléoan a formazott készitmény csak a legtdményebb
vizsgalt koncentracioban (50,6 mg/l) eredményezte az Fv/Fp-érték szignifikans csokkenését (p =
0,015) a kontrollcsoporthoz képest. A POEA egyedi hatasainak vizsgalata soran alkalmazott

koncentracidtartomanyban (0,6-19,2 mg/l) nem tapasztaltuk az Fv/Fp-értékek szignifikans
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valtozasat. A POEA készitmény formajaban vizsgalva sem eredményezte a PS II fotokémiai
rendszer fotokémiai hatékonysaganak szignifikdns valtozasat a legmagasabb koncentracidig
(18,9 mg/l), ahol azonban az érték szignifikans mértékli csokkenése volt megfigyelhetd a
kontrollcsoporthoz képest (p < 0,001) (11. abra — az Fv/Fp-értékeket a vizsgalt 6sszetevok kozos
koncentracidtartomanyaban abrazoltuk: GLY: 0-54,5 mg/l; POEA: 0-19,2 mg/l).
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11. abra A glyphosate (GLY) és a POEA hatésa a PS II fotokémiai rendszer fotokémiai

hatékonysagat jellemzo Fv/Fp-értékek alakuldsara a vizsgalt algasejtek esetében

A tiszta hatdéanyag vizsgalata soran az alacsony koncentraciok (13,6-27,2 mg/l) esetében
az Rfd-értékek szignifikans mértékii emelkedését figyeltik meg (p < 0,025), ezt kdvetben a
meghatarozott értékek nem mutattak valtozast a kontrollcsoporthoz képest, még a legmagasabb
koncentracio6 (436 mg/l) esetében sem (p = 1,000). A formazott készitmény esetében az alacsony
vizsgélati koncentraciok (1,5-5,8 mg/l) esetében szintén az értékek ndvekedése volt
megfigyelhetd a kontrollcsoporthoz képest, azonban az emelkedés mértéke, csak a
legalacsonyabb koncentracional volt szignifikans mértékic (p = 0,047). A magasabb
koncentraciotartomanyban (11,6-50,6 mg/l) az Rfd-értékek szignifikans csokkenése volt
megfigyelheté (p < 0,048) (12. abra — az Rfd-értékeket a vizsgalt Osszetevok kozos
koncentraciotartomanyaban abrazoltuk: GLY: 0-54,5 mg/l; POEA: 0-19,2 mg/l). A GLY
hatasaihoz hasonléan a POEA alacsony koncentracioi (0,6-—4,8 mg/l) esetében az Rfd-értékek
szignifikans emelkedését figyeltilk meg a kontrollcsoporthoz képest (p < 0,035), a legmagasabb
vizsgalt koncentracié (19,2 mg/l) esetében azonban a Rfd-érték szignifikans csokkenése volt
megfigyelheté (p = 0,009). A formazott készitmény esetében, a kezelés a POEA alacsony
koncentraciotartoméanyaban (0,5-2,2 mg/l) szintén az értékek novekedését eredményezte a

kontrollhoz képest (12. abra).
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12. abra A glyphosate (GLY) és a POEA hatasa a fotoszintetikus aktivitast jellemz6 Rfd-értékek

alakulasara a vizsgalt algasejtek esetében

A fotoszintézist direkt modon gatld herbicidek (pl. atrazine) mellett, mas hatéanyagok
(pl. GLY) is hatassal lehetnek a fotoszintézisre és a respiracios folyamatokra a kiilonboz6
metabolikus utvonalakra gyakorolt hatasaikon keresztiil (QIU et al. 2013, GOMES és JUNEAU
2016, 2017). A GLY hatasait a fotoszintetikus folyamatokra mar tobb tanulmanyban vizsgaltak,
amely fitotoxikus hatdsok kialakuldsa els6sorban kozvetlen vagy kozvetett moédon a GLY altal
eloidézett plasztokinon (a kloroplasztiszokban megtaldlhaté kinonvegyiiletek, amelyek a
fotoszintézis fényreakciojaban az elektrontanszportlanc fontos elektronszallité molekulai)
bioszintézisének gatlasaval (COBB ¢és READE 2010, GOMES et al. 2017) és a
klorofillkoncentracié csokkenésével magyarazhato (GOMES et al. 2016), amely kézvetlen hatast
gyakorol a kloroplasztisz elektrontranszportjanak sebességére (GOMES és JUNEAU 2017). A
GLY-expozicidt kovetéen a mitokondriumban keletkezd reaktiv oxidativ gyokok is hatést
gyakorolnak a fotoszintézis folyamatara, mivel gatlban hatnak a respiracios
elektrontranszportlancra, ugyanis a keletkezd szabad gyokok elhagyva a mitokondriumot
belépnek a kloroplasztiszba, ahol oxidativ karosodast idéznek el6 a fotoszintetikus apparatusban,
csokkentve a fotoszintetikus aktivitast (GOMES és JUNEAU 2016). Eredményeink alapjan a
GLY tiszta hatéanyag formajaban nem eredményezte a PS II fotokémiai rendszer fotokémiai
hatékonysaganak szignifikans meértékli csokkenését a kontrollcsoporthoz képest egészen a 109
mg/l koncentracidig, ezzel szemben POEA jelenlétében mar 50,6 mg/l koncentracional
megfigyelhetd volt az Fv/Fp-érték szignifikans csokkenése. A vitalitasindex (Rfd-érték) esetében

a tiszta hatdéanyag és a formazott készitmény esetében is az értékek emelkedése volt
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megfigyelhetd az alacsony koncentraciok [GLY: 13,6-27,2 mg/l, Rounpup CLASSIC (GLY): 1,5—
5,8 mg/l] expozicidja soran, azonban a vitalitisindex csokkenése csak a formazott készitmény
esetében volt megfigyelhetd a vizsgalt koncentracidtartoméany esetében (12. abra). A GLY
algafajok fotoszintetikus aktivitdsara gyakorolt hatdsainak vizsgalata soran a hatdéanyag PS Il
fotokémiai rendszer fotokémiai hatékonysagara gyakorolt kedvezdtlen hatasat tapasztaltak,
tobbek kozott kiilonbozé zoldalgafajokon (koztiik az altalunk is vizsgalt P. subcapitata faj) mar
75 mg/l koncentraciotol és tobb kovaalgafaj esetében 15,3-37,5 mg/1 koncentracioknal (CHOI et
al. 2012), azonban eredményeinkhez hasonléan alacsony vizsgalati koncentracional (0,02 mg/l)
szintén a fotoszintetikus aktivitds novekedését tapasztaltdk egy lebegd egysejtii zoldalgafajon
(Scenedesmus quadricauda) (WONG 2000).

A feliiletaktiv anyagok (pl. POEA, APG) fotoszintetikus aktivitdsara gyakorolt hatasait
magasabb rendl zold ndvények levelein (Brassica oleracea, Malus domestica) vizsgaltak, ahol a
M. domestica leveleken egyik detergens esetében sem figyeltek meg szignifikans elvaltozast,
ezzel szemben a B. oleracea eset¢ben a POEA a PS II fotokémiai rendszer fotokémiai
hatékonysaganak szignifikins mértékii csokkenését eredményezte (RASCH et al. 2018).
Vizsgalataink soran a POEA csak formézott készitmény formdjaban, GLY jelenlétében idézte el
a PS Il fotokémiai rendszer fotokémiai hatékonysaganak szignifikdns mértékli csokkenését a
legtoményebb vizsgalati koncentracioban (18,9 mg/l). A POEA egyedileg és GLY jelenlétében is
az Rfd-értékek novekedését idézte el6 az alacsony vizsgalati koncentraciok esetében. A
magasabb POEA-koncentraciotartomanyban ezzel szemben szignifikansan alacsonyabbak Rfd-
értékeket tapasztaltunk a hatdanyag jelenlétében (12. dbra). A ROUNDUP készitmények esetében
a GLY fitotoxikus hatdsa POEA jelenlétében joval meghaladta a tiszta hatdanyag fotoszintetikus
aktivitasara gyakorolt toxicitasat zold- és kékalgafajokon (M. aeruginosa, Nitella microcarpa
var. wrightii), azonban alacsony koncentracion szintén a fotoszintetikus aktivitas novekedésérol
szamoltak be, amely jelenség a hormézisz hatassal magyarazhato (QIU et al. 2013, DE
CAMPOS OLIVEIRA et al. 2016). A hormézisz olyan bioldgiai jelenség, ahol egy karos hatasu
anyag az alacsony koncentracidtartomanyban kedvez6 vagy stimulald hatast mutat (MATTSON
2007). Eredményeink alapjan a GLY és a POEA esetében az Rfd érzékenyebb végpontnak
bizonyult a PS II fotokémiai rendszer fotokémiai hatékonysagat jellemz6 Fv/Fp-értékeknél.

A fitotoxikus hatdsok vizsgalata soran a formazott készitmény alacsony koncentracioinal
a kontrollcsoportokon tapasztalt hatasokhoz képest magasabb novekedési ratat (3,5 mg/l
RouNDuP CLASSIC) és megemelkedett fotoszintetikus aktivitast mértiink. Az alacsony vizsgalati
koncentracioknél tapasztalt hormézisz a tiszta hatéanyag és a POEA esetében csak a
fotoszintetikus aktivitast jellemzd vitalitdsindex vizsgalata soran volt megfigyelhetd, ugyanis az

algaszaporodast jellemz6 végpontok (pl. Biirker-kamras sejtszamlalas, klorofill-a-tartalom, OD)
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alapjan nem volt kimutathato a serkentd hatds a vizsgalt alacsony koncentraciok esetében. A
RoOUNDUP CLASSIC ¢és OsszetevOinek, a GLY hatéanyagnak, valamint formazoanyaganak a
POEA-nak algasejtek fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt egyedi és egyiittes hatasait vizsgalva
minden kezelés esetében a hormézisz jelenségét tapasztaltuk a meghatarozott Rfd-értékek
esetében. A hormetikus hatds azonban az Osszetevok egyedi expozicidja soran lassabban ¢€s
késobb jelent meg, mint a formazott készitmény esetében, amelyet az egyedi és a két komponens
egylittes hatasa kozotti kiilonbség eredményez. A fotoszintetikus paraméterekben tapasztalt
valtozasok esetiinkben feltételezhetéen a hormézisz jelenségével, valamint a toxikus hatasok
kovetkeztében kialakuld algabiomassza valtozasaval magyarazhatok elsésorban. Alacsony
koncentraciokon ugyanis még nem érvényesiilnek a toxikus hatasok, hanem épp ellenkezdleg, a
kezelt algasejtek a GLY hatéanyagot szén-, foszfor- és nitrogénforrasként képesek hasznositani
(WONG 2000, SAXTON et al. 2011, QIU et al. 2013, WANG et al. 2016). A
koncentraciondvekedéssel azonban mdr a toxikus hatasok érvényesiilnek a tobblet-
tapanyagtartalommal szemben. Egy Pseudomonas-faj vizsgalatiban soran egy nem ionos
etoxilalt hossza lancu alkilamin (oktadecil-bisz-(2-hidroxi-etil)-amin, N,N-bisz-(hidroxi-etil)-
sztearilamin) detergens esetében igazoltak, hogy a vizsgalt faj ndvekedése soran a faggyllamin
vegyiiletet szén és energiaforrasként hasznalta fel (VAN GINKEL et al. 1993). Bizonyos
tanulmanyok alapjan a hormézisz a ndvényi szervezet fokozott stresszhelyzetre adott valaszaként

is értelmezhetd (JALAL et al. 2021).

4.4. Biofilmeken végzett kozosségi szintii vizsgalatok eredményei

A 2015. évi vizsgalatokban folyamatosan mértiik a biofilm novesztési helyérél szarmazo
természetes vizmintdk (Balaton, Duna) novényvédd szeres terhelését a kolonizacio és a
laboratoriumi expozicio idtartama alatt, és a GLY egyik felszini vizben sem volt kimutathato.

A biofilm-kolonizaci6é szakaszaban a Dunabdl szarmazé felszinivizmintakbol hosszabb
ideig kimutathato volt a metolachlor (1 pg/l-ig) és esetenként a terbuthylazine és dimethendamid
jelenléte (1 pg/l-ig) is, tovabba julius kozepétdl a mintavételezés végéig chlopyrifos jelenléte
volt kimutathat6 a vizsgalt felszinivizmintakban 2—4 pg/l kdzotti koncentracioban.

A Balatonbdl szarmaz6 vizmintakban az altalunk vélasztott modszerrel kimutathato
novényvédodszer-hatéanyagok jelenléte nem volt kimutathatd a biofilmndvesztési periddus soran,
a késobbiekben azonban itt is megjelent a chlorpyrifos a dunai vizmintak esetében meghatarozott

koncentraciotartomanyban.
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4.4.1. A glyphosate hatdsai balatoni és dunai biofilmek algakozdsségeinek biomasszdjara

és a biofilmek szerkezetére

A GLY hatasait a természetes kortilmények kozott kialakult balatoni és dunai biofilmek
algak6zosségeinek biomasszajara, tiszta hatéanyag ¢és formézott készitmény formajaban
vizsgaltuk 2015 tavaszan (13-14. abra).

A balatoni biofilmek esetében a kialakult biomassza (BM) -értékek [BM(tp)] kozott nem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a vizsgalatba vont egységekben (p > 0,067). A kiilsé és
belsé mérési pontokban kialakult BM(tp)-értékek k6zott szintén nem volt szignifikans kiilonbség
(p = 0,415). Az tiveglapok sima feliiletén szignifikansan magasabb BM(tp)-értékeket hataroztunk
meg a homokfuvott feliileten kialakult értékekhez képest (p = 0,035). A feliilet hatasa azonban
nem kiilonbozott szignifikansan az egyes kezelési csoportokban (p > 0,677), valamint a kezelés
¢és id6 egyiittes hatasa (interakciok) sosem volt szignifikans a felallitott modellekben, tovabba
minden csoportba mindkét feliiletb6l ugyanannyi jutott, igy a feliilet hatasat nem tartottuk
fontosnak az eredmények értékelésénél. A mérési pontokban kialakult BM(tp)-értékek nem

voltak hatassal az expozicié soran kialakult BM-értékekre (p = 0,806).
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13. abra A glyphosate és formazott készitményének hatasai a 2015. tavaszan a Balatonban

természetes koriilmények kozott kialakult biofilmek algakdzosségeinek klorofill-a-tartalmara

A rovidtava hatasok statisztikai elemzése soran a 0. és 2. hét kozott a kontrollcsoportban

nem volt megfigyelhetd szignifikans valtozas (p = 0,850). A kezelt csoportokban ezzel szemben

7l



a BM-értékek atlaganak lecsokkenése volt tapasztalhato a 2. hétre, de csak a formazott
készitmény esetében volt szignifikans mértéki a valtozas (p < 0,001). A 4. hétre a BM-értékek
atlaganak lecsokkenése volt megfigyelhetd a kiindulési allapothoz képest a kontrollcsoportban (p
< 0,001) és a kezelt csoportokban egyarant, azonban a csokkenés mértéke tovabbra is csak a
formazott készitmény esetében volt szignifikans (p < 0,001). Eredményeink alapjan az
algakdz0sség biomasszajanak csokkenése volt megfigyelhetd a kezeletlen kontroll- és kezelt
csoportokban egyarant a 6. hétig. A 6. héten a kezelt csoportok atlagos BM-¢értéke szignifikansan
alacsonyabb, mint a kontrollban (p < 0,001). A 10. héten meghatarozott BM-értékek atlaga
meghaladja a 6. heti értékeket azonban a valtozds nem szignifikans (p = 0,578), a kezelt
csoportokban azonban a biomassza atlaga a 6. és 10. hét kozott idovel megemelkedett (p <
0,001), mig a kontrollcsoport esetében nem tortént valtozas. A 10. héten a csoportok atlagos

BM-értékei kozott mar szignifikans kiilonbség nem volt tapasztalhato (p > 0,087) (13. abra).

A statisztikai modellalkotas soran a dunai adatsor esetében a kezdeti modell rossz
illeszkedése €s a konnyebb értelmezhetdség miatt a modellt nem az adott idépontban, mérési
pontoként meghatdrozott BM-értékekre, hanem azok kezdeti klorofill-a-tartalmatol vald
eltérésére [BM()-BM(to)] allitottuk fel. A BM-értékek alakulasa erésen Osszefligg a kezdeti
BM(tp)-értékekkel, igy magyarazd valtozoként ez utdbbi transzformalt valtozata [az atlagos
BM(tp)-tol valo eltérésként] is bekeriilt a modellbe. A transzformacionak kdszonhetéen a modell
referenciacsoportja az atlagos BM(tp)-értékkel rendelkezd, kezelés nélkiili pontok csoportja lett.

A dunai biofilmek esetében az expoziciot megeldzéen kialakult BM(to)-értékek kozott
sem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a vizsgalt egységek esetében (p > 0,276). A kiils6 és
belsé mérési pontokban meghatarozott BM(tp)-értékek nem tértek el egymastdl szignifikans
mértékben (p = 0,152). A vizsgalt iiveglapok homokfuvott és sima felilletén meghatarozott
BM(tp)-értékek kozott nem volt szignifikans kiilonbség (p = 0,569). A feliilet és a mérési pont
elhelyezkedése nem gyakorolt szignifikdns hatast a meghatarozott BM-értékekre. A mérési
pontokban kialakult BM(to)-értékek hatassal voltak az expozicio soran kialakult BM-értékekre (p
< 0,001), ugyanis a kiugréan magas BM(tp)-értékkel rendelkez6 mérési pontokban a BM-értékek
alakulasa jelentés mértékben eltért a kezdetben kozepes vagy alacsony BM(tp)-értékek
dinamikajatol. Az atlagosnal nagyobb BM(tp)-értékkel rendelkez6 kontrollmintakban
szignifikansan erdteljesebb volt a biomassza csokkenése az elsé két hétben (p < 0,001). A kezelt
csoportokban ezzel szemben a nagyobb kezdeti biomassza kevésbé hatott negativan a
biomasszara (p > 0,096).

A rovidtavu hatasok elemzése soran lathatova valt, hogy egy atlagos kezdeti biomasszaja

kontrollminta biomasszaja nem valtozott szignifikans mértékben az elsd két hétben (p = 0,599).
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A GLY-kezelt csoportban sem mutatkozott szignifikans mértékii valtozas (p = 0,325). Ezzel
szemben a formazott készitménnyel kezelt csoport esetében a biomassza szignifikans csokkenése
volt megfigyelheté a kontroll- és GLY-kezelt csoportokhoz képest (p < 0,036). A 0. és 4. hét
kozott a kontrollcsoportban egy erdteljesebb novekedés volt tapasztalhatdo (p = 0,012), ezzel
szemben a tiszta hatdanyaggal kezelt csoportban egy atlagos kezdeti biomasszaval jellemezhetd
minta esetében nem volt tapasztalhatd szignifikdns mértékli valtozas (p = 0,160). A formazott
készitmény esetében viszont a kezdeti szignifikdns csokkenést a biomassza ndvekedése valtotta
fel. A 0. és 4. hét kozott tapasztalt novekedéshez képest a 0. és 6. hét kozott a novekedés iiteme
mintegy duplajara emelkedett a kontroll- és GLY-kezelt csoportokban, ezzel szemben a
formazott készitménnyel kezelt csoportban a novekedési {litem hozzavetdlegesen a
haromszorosara emelkedett egy atlagos kezdeti biomasszaju minta esetében (p < 0,001), de a
csoportok valtozasanak mértéke kozott nem volt szignifikans kiilonbség (p > 0,083). A kisérlet
végére a kontroll- és kezelt csoportok novekedésének mértéke lelassult egy atlagos kezdeti
biomasszaji minta esetében, ami feltételezhetden a rendszer eltartoképességének
megkozelitésével magyarazhatd. A csoportok novekedési liteme kozott statisztikai kiillonbség

nem volt megfigyelhet6 (p > 0,401) (14. abra).
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14. abra A glyphosate és formazott készitményének hatasai a 2015. tavaszan a Dunaban

természetes koriilmények kozott kialakult biofilmek algakdzosségeinek klorofill-a-tartalmara

Szintén 2015-ben a biofilmek algakdzosségeinek biomasszajara gyakorolt hatasok mellett
az algafaklya altal meghatarozott harom algacsoport aranyaira gyakorolt hatdsokat is vizsgaltuk

(15. abra). Az algacsoportok aranyaiban nem volt eltérés a két természetes viztestben novesztett
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biofilmek kozott (kovaalgak: p = 0,594, kékalgak: p = 0,882), tovabba az expoziciot megelézden
a vizsgalatba vont egységek esetében sem volt megfigyelhetd kiilonbség az algakdzosség
Osszetételében (Duna: p > 0,796, Balaton: p > 0,947). Az expoziciot megelézden gyljtott
mintakban zoldalgak jelenlétét egy esetben sem igazoltuk a mérések alapjan.

A dunai biofilmek (kontroll: kovaalgak: 86,4%, kékalgak: 13,6%; GLY: kovaalgak:
88,1%, kékalgak: 11,9%; ROUNDUP CLASSIC: kovaalgak: 85,9%. kékalgak: 14,1%) esetében a
kovaalgadk csokkenése volt megfigyelhetd az algafaklyds mérések alapjan minden csoport
esetében a kisérlet végére [kontroll: 78,7% (p = 0,212); GLY: 60,3% (p < 0,001); RouNDuUP
CLAsSIC: 66,9% (p = 0,003)], a csokkenés azonban csak a GLY-kezelt csoportokban volt
szignifikdns mértékli. A vizsgalt biofilmekben a kisérlet teljes id6tartama alatt a kovalgak
dominanciaja volt jellemz6 (p > 0,050). A kékalgak aranya nem valtozott szignifikdns mértékben
a kezeletlen és kezelt biofilmekben (p > 0,187). A kisérlet végére a z6ldalgak megjelenése volt
megfigyelhetd a kezelt csoportokban. A tiszta hatbanyag esetében a 2. héten detektaltuk eldszor
a zOldalgak megjelenését (0,7%), amelyet kovetden aranyuk szignifikansan megnott a 10. hétre
elérte a 22,6%-ot (p < 0,001). A formazott készitmény esetében a 4. héten mértiink elészor
zo6ldalgat (1,3%) a vizsgélt mintdkban, de a csoport aranya itt is ndvekedést mutatott az
expozicio soran (p = 0,003), azonban a kisérlet végére kialakult arany (12,8%) statisztikailag

nem kiilonb6zott a tiszta hatdanyag esetében meghatarozott értéktdl (p = 0,103) (15. abra).
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15. abra A glyphosate és formazott készitményének (ROUNDUP CLASSIC) hatasa a 2015-ben

természetes koriilmények kozott kialakult dunai és balatoni biofilmek algak6zosségeire
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A Balatonbol szarmaz¢ felszini biofilmek (kontroll: kovaalgak: 82,7%, kékalgak: 17,3%;
GLY: kovaalgak: 84,0%, kékalgak: 16,0%; ROUNDUP CLASSIC: kovaalgdk: 83,9%. kékalgék:
16,1%) esetében a kovaalgak aranyaban nem tapasztaltunk jelentdst valtozast a 10-hetes
expozicid soran a kontrollcsoport esetében (p = 0,356). A kezelt csoportokban ezzel szemben
jelentds mértékben lecsokkent a kovaalgak aranya a kisérlet végére [GLY: 58,5% (p < 0,001);
RouNDuP CLASsIC: 54,8% (p < 0,001)], de a vizsgalt biofilmekben a kisérlet teljes idétartama
alatt a kovalgak dominanciaja volt a jellemz6 minden csoport esetében (p > 0,050). A kékalgak
aranya minden csoport esetében folyamatos csokkenést mutatott a kezeletlen és kezelt
biofilmekben egyarant a 10. hétre [kontroll: 3,4% (p = 0,003); GLY: 0,9% (p < 0,001); ROUNDUP
Crassic: 0,4% (p < 0,001)]. A kisérlet végére a zoldalgak jelenléte a kontroll- és kezelt
csoportokban is megfigyelhetd volt. A zoldalgdk megjelenését minden csoportban a 4. héten
detektaltuk eldszor (kontroll: 0,8%; GLY: 4,0%; ROUNDUP CLASSIC: 1,0%), ezt kovetden aranyuk
szignifikans novekedést mutatott az expozicios idészak soran [kontroll: 8,3% (p = 0,027); GLY:
40,6% (p < 0,001); RounDuUP CLASSIC: 44,8% (p < 0,001)]. A kisérlet végére a zoldalgak aranya
a kezelt csoportokban joval meghaladta a kontrollcsoportban meghatarozott értéket (GLY: p <
0,001; RouNDUP CLASSIC: p < 0,001) (15. abra).

A kezelt biofilmek algakozosségeinek atrendezédése volt jellemzd, ugyanis a GLY
toxikus hatasaival szemben érzékenyebb fajok (pl. Nitzschia fonticola, Nitzschia cryptotenella,
Gomphonema parvulum) helyét toleransabb foként fonalas zoldalgafajok (pl. Oedogonium- és
Spirogyra-fajok) vették at, amelyek feltételezhetben képesek a vizsgalt anyagokat
tapanyagforrasként hasznositani (SAXTON et al. 2011, QIU et al. 2013, WANG et al. 2016)
(15. abra). A GLY hatasait a felszini vizi biofilmek algakozosségeinek atrendezddésére és a
mikrobialis kozosség strukturajara tobb tanulméanyban is vizsgaltak (PEREZ et al. 2007, SHAW
¢s MIBBAYAD 2016). Az algakdzosség Osszetételében megfigyelt valtozasokat a SEM
vizsgalatok is megerdsitették (16. abra).

A mikroszkdpos elemzés soran szintén a kovaalgafajok dominanciaja volt megfigyelhetd.
A kisérlet végére a kezelt csoportokban a fonalas zoldalgak jelentés mértékii megjelenése volt
jellemzd a kontroll- és expozicid el6tti kiindulasi allapothoz képest (15-16. dbra), tovabba a
kezelések hatasara a biofilmek mikroorganizmusok kozosségei altal termelt extracelluldris
polimeranyagok (EPS) fokozott termelddése volt megfigyelhetd a kezelt biofilmekben a
kontrollcsoporthoz képest, féleg POEA jelenlétében (17. dbra). A SEM-felvételek alapjan szintén
kovethetd volt a Balatonbol szarmazd biofilmek algasejtszdméanak fokozatos csokkenése,
tovabba a zoldalgak megjelenése és a fokozott EPS-termelés ebben az esetben is megfigyelhetd

volt a kezeléseket kovetbéen. A jelenség feltételezhetéen a biofilmek baktérium- ¢és
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algak6zosségének védelmi mechanizmusaval magyarazhatd, amely soran a fokozott EPS-
termelés a kiilonbdz0 szennyezd anyagok kéros hatdsainak kikiiszobolésére és csokkentésére
iranyul (WINGENDER et al. 1999, DOMOZYCH 2007, FLEMMING és WINGENDER 2010),
tovabba a GLY képes befolyasolni a baktériumok és algdk anyagcsere-folyamatait, amely szintén
eléidézheti a fokozott EPS-termelést, igy a tapasztalt jelenség a kedvezoétlen fizika, kémia ¢és

bioldgiai hatdsokra adott stresszvalaszként is értelmezhetd a biofilmek esetében.
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16. abra Fonalas z6ldalgak megjelenése (fehér nyil) dunai biofilmekben (A: kontrollbiofilm, B:
kezelt biofilm) a glyphosate kezelés hatasara (foto: Dr. Acs Eva)
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17. abra Az EPS fokozott termelddése (fehér nyil) dunai biofilmekben (A: kontrollbiofilm, B:
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kezelt biofilm) esetében a ROUNDUP CLASSIC kezelés hatasara (fotd: Dr. Acs Eva)

4.4.2. A glyphosate-tartalmi ROUNDUP CLASSIC és dsszetevdinek hatasai dunai és velencei-

tavi biofilmek algakézosségeinek biomasszajara
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A 2016 ¢évi dunai adatsor esetében a kezdeti modell rossz illeszkedése és a feltételek
sériilése miatt szintén valtoztatdsokra volt sziikség. A kezdeti modellek szerint a mérési
pontokban kialakult kezdeti BM-értékek [BM(tp)] és a mérési pont elhelyezkedése a lemezeken
szignifikansan hatott a késobbi értékek alakulasara (p < 0,001), rdaddsul mindkét paraméter
interakcidban van a kezeléssel, tehat mashogy hatnak az egyes kezelési csoportokban. A két
valtozd egymassal is kapcsolatban allt, igy ebben a modellben az id6t folytonos valtozoként
kezeltiik, ezzel a BM(tp), mint 6nallé magyarazo valtozé kikeriilt a modellbél. Habar a mérési
pont elhelyezkedése 6nmagéaban ¢és a kezeléssel interakcioban is hatott a BM-értékek alakulasara,
a modell nem volt til jo a kiils6é pontokon 1év6 kiugro értékek miatt, igy eldszor kiilon teszteltiik
a modell illeszkedését a kiils6 és belsé mérési pontokban, majd a kiugré adatsorbol valo
eltavolitasa mellett dontottiink. A kiugrd értékek eltavolitasaval jol illeszkedd €s a feltételeknek
megfeleld modellt kaptunk a kiilsd és belsd mérési pontok szeparalasa nélkiil.

A 2016-ban természetes koriilmények kozott a Dunaban kialakult BM(tp)-értékek
esetében sem talaltunk kiilonbséget a vizsgalt egységek esetében az expoziciot megelézden (p >
0,091) A mérési pont elhelyezkedése 6nmagaban hatassal van a BM(tp)-értékek alakulasara (p <
0,001), azonban a kiugrd értékek eltavolitdsaval a mérési pont elhelyezkedése és a kezelések
kozotti interakciok nem voltak szignifikansak (p > 0,050). A kiils6 mérési pontokon
szignifikdnsan nagyobb BM(tp)-értékeket hataroztunk meg, mint a belsé mérési pontok esetében
(p < 0,001), és ez a kiilonbség végig fennallt a vizsgalat teljes idétartama alatt. A vizsgalt
tiveglapok homokfavott ¢és sima feliiletén meghatarozott BM(tp)-értékek kozott nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést (p = 0,315). Az {iveglap feliilete nem gyakorolt szignifikans
hatast a meghatarozott BM(tp)-értékekre (p = 0,802). A mérési pontokban kialakult BM(ty)-
értékek azonban pozitiv hatast gyakoroltak az expoziciot kovetden kialakult BM-értékekre (p <
0,001), ugyanis a magasabb kezdeti biomasszaval jellemezhet6 mérési pontokban joval
magasabb értékek voltak megfigyelhetdk, ez a jelenség azonban nem 4allt fenn a kezelt
csoportokban.

A rovidtavl hatasok statisztikai elemzése soran lathatéva valt, hogy a 0. és 2. hét kozott a
BM-értékek atlaga szignifikans emelkedést mutatott a kontrollcsoportban (p < 0,001). A
kontrollcsoporthoz képest a BM-értékek atlaganak lassabb ndvekedése volt megfigyelhetd a
tiszta és formazott hatdéanyaggal kezelt csoportokban, ezzel szemben a POEA-val kezelt
csoportban a kontrollcsoporthoz képest gyorsabb novekedés volt tapasztalhatdo az atlagértékek
alapjan, a megfigyelt valtozdsok azonban statisztikailag nem szignifikdns mértékiiek
feltételezhetden a nagy szoérasok miatt (p > 0,307). A hosszitavi hatasok értékelése alapjan
elmondhato, hogy id6vel a biomassza minden csoportban megnovekedett (p < 0,001). A 4. héttél

azonban a biomassza gyorsabb nodvekedése volt megfigyelhetd a kezelt csoportokban a
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kontrollhoz képest (p < 0,001), a formazoanyag egyedi expozicidja soran a valtozas azonban
statisztikailag nem szignifikans (p = 0,072). A kisérlet végére a kezelt csoportok atlagos BM-
értékei szignifikans mértékben meghaladtdk a kontroll esetében meghatarozott értéket (p <
0,001). A kezelt csoportok kozott azonban nem figyelheté meg kiilonbség (p > 0,883) (18. abra).
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18. abra A glyphosate és a POEA egyedi és kombinalt hatasai a 2016. tavaszan a Dunaban

természetes koriilmények kozott kialakult biofilmek algakdzdsségeinek klorofill-a-tartalmara

A velencei-tavi adatsor esetében is szignifikansnak bizonyult a kezdeti modellben a
mérési pont elhelyezkedésének 6nallo hatdsa és a kezeléssel egylittes interakcidja is, tovabba a
modell illeszkedése sem bizonyult megfeleldnek. 2016-t0] egy lemezen kétszer annyi kiilsd, mint
belsé pontot mértiink, ezért a modell végrehajtasa elétt készitettiink egy levalogatast, ahol
minden belsé ponthoz random kivalasztottuk az egyik kiilsé ponton meghatarozott értéket (8.
abra). A lefuttatott modellben ezt kovetéen a mérési pont elhelyezkedésének tovabbra is
szignifikans hatasa volt, de interakcidja a kezeléssel mar nem maradt szignifikans mértéki (p >
0,101). A végsé modellben igy az adatok eltavolitasa elkeriilhetové valt, a megfeleld illeszkedés
¢s a feltételek teljesiilése mellett.

A Velencei-tavi biofilmek algakozosségeinek BM(tp)-értékei sem  kiilonboztek
szignifikdns mértékeben egymastol a vizsgalt egységek esetében (p > 0,089). A kiilsé6 mérési
pontokon szignifikansan magasabb BM(tp)-értékeket tapasztaltunk a belsé mérési pontokhoz
képest (p = 0,027). A vizsgalt iiveglapok homokfuvott feliileten és sima feliiletén meghatarozott

BM(to)-értékek statisztikailag nem kiilonboztek egymastol (p = 0,241). A feliiletnek nem volt
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hatdsa a BM-értékek alakulésara az expozicid soran (p = 0,299). A mérési pont elhelyezkedése
néhol hatast gyakorolt a kialakult BM-értékekre, de ez a hatas nem kiilonbozik szignifikansan az
egyes kezelési csoportokban, igy a kiilsé és belsd mérési pontokban megfigyelhetd kiilonbségek
hatasat nem tartottuk fontosnak az eredmények értékelése soran. A mérési pontokban kialakult
BM(tp)-értékek nem voltak hatassal az expozicid soran Kialakult BM-értékekre (p = 0,682).

A rovidtavi hatasok statisztikai elemzése soran, a 0. és 2. hét kozott a BM-értékek
atlaganak szignifikans mértékii emelkedése volt megfigyelheté a kontrollcsoportban (p = 0,011),
ezzel szemben a kezelt csoportokban a biomassza atlagos értéke szignifikansan lecsokkent a 2.
hétre (p < 0,004). A 2. héten a kezelt csoportok BM-értékeinek atlaga szignifikansan kisebb volt
a kontrollcsoportban meghatarozott értékhez képest (p < 0,005) (19. abra).
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19. abra A glyphosate és a POEA egyedi és kombinalt hatasai a 2016. tavaszan a Velencei-toban

természetes koriilmények kozott kialakult biofilmek algakdzosségeinek klorofill-a-tartalmara

A 4. hétre a biomasza tovabbi novekedése volt megfigyelhetd a kiindulasi allapothoz
képest a kontrollban (p < 0,001). A GLY-kezelt csoportok esetében tovabbra is, s6t még
jelentésebb csokkenés volt megfigyelhet a kontrollhoz képest (p < 0,001). A 4. héten a tiszta
hatdoanyaggal ¢és formazott készitménnyel Kkezelt csoportok BM-értékei szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak a kontrollcsoport esetében meghatarozott értékekhez képest (p < 0,001),
azonban a hatdéanyaggal és a készitménnyel kezelt csoportok kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség (p = 0,384). A 6. héten tovabbra is a biomassza szignifikdns novekedése volt

tapasztalhatd a kontrollcsoport esetében (p < 0,001), mig a GLY-kezelt csoportokban az
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expozicid végén is szignifikans csokkenés volt tapasztalhatdé (p < 0,001) a kiindulasi értékhez
képest. A 4. héten meghatarozott értékekhez képest azonban nem volt megfigyelhetd valtozas a
vizsgalt csoportokban (p > 0,050), igy a csoportok kozotti kiillonbségek sem valtoztak a vizsgalat
végére. A hosszutava hatasok elemzése alapjan elmondhatod, hogy a 2. és 6. hét kozott a POEA-
kezelt és a kontrollcsoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség (p = 0,234), ezzel szemben a

GLY-expozicio a BM-értékek szignifikans csokkenését idézte el6 (p < 0,001) (19. abra).

A természetes felszini biofilmeken végzett vizsgalataink alapjan elmondhat6, hogy a
Dunab6l és a Velencei-tobol szarmaz6 biofilmek jol adaptalodtak a laboratoriumi
korilményekhez, ugyanis a kisérlet teljes id6tartama alatt nem volt megfigyelhetd az
algabiomassza szignifikans mértékii csokkenése a kezeletlen kontrollbiofilmek esetében (14.,
18-19. abra). A Balatonbol szarmazo biofilmek esetében ezzel szemben a kezeletlen biofilmek
leépiilése volt megfigyelhetd laboratoriumi koriilmények kozott (13. abra). A biofilm-
kolonizaciot kdvetden a Balatonbdl szarmazd biofilmek esetében az éldbevonat felszinén nagy
mennyiségben  voltak  megfigyelheték  el6sorban  kiilonboz6  arvaszinyogfajok, de
feltételezhet6en mas, példaul Amphipoda-fajok (pl. Corophium curvispinum) bentikus cséképzé
larvai (ENTZ és SEBESTYEN 1942, MUSKO és GOROG 2000). A Tihanyi-félszigeten
leggyakoribb arvaszinyogfajok, a Procladius choreus, Tanypus punctipennis és Chironomus
balatonicus (SPECZIAR 2008, ARVA et al. 2015) larvainak — kiilondsen a Procladius-fajoknak
— feltételezhetéen esszencidlis szereplik lehet a biofilmkozdsség szelekcidjaban és
fenntartasaban, amely fauna hianyadban a laboratoriumi koriilmények kozott a biofilmek
elkezdtek leépiilni az akvariumokban mar két hét elteltével.

A GLY-kezelés hatasara a kiilonboz6 években, a természetes vizekben ndvesztett,
biofilmek vizsgélata esetében a tiszta hatdanyag az algabiomassza kismértékii csokkenését idézte
el6 a vizsgalt allovizek esetében [2015: Balaton (13. abra), 2016: Velencei-to (19. abra)], habar a
Balaton esetében a kezeletlen biofilmek jelentds mértékii pusztulasa is megfigyelheté. A GLY
bizonyos esetekben az algabiomassza novekedését idézte elé [Duna: 2015, 2016 (14. és 18.
abra)], azonban esetenként csak a biomassza kezdeti csokkenését kovetden (2015: Balaton (13.
abra), ami nem meglepd, ugyanis a szakirodalomban is ismert, hogy a GLY alacsony vizsgalati
koncentraciokban (0,05-25 mg/l) tapanyagforrasként szolgalhat a kiilonboz6é algafajok €s
biofilmkozosségek novekedése soran (SAXTON et al. 2011, QIU et al. 2013, WANG et al.
2016). A GLY toxikus hatasait tobb tanulmanyban vizsgaltdk a kiilonb6z6 biofilmek
algakozosségein. A hatéanyag toxicitasaban jelentds kiilonbségek figyelhetok meg a kiilonb6zd
viztestek és évek esetében is, ugyanis a toxicitas mértékét jelentds mértékben befolyasoljak a

természetes vizi él6helyek specifikus kdrnyezeti paraméterei (pl. pH, oldott oxigéntartalom) és a
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kiilonb6z6 években tapasztalhatod eltéré homérsékleti jellemzok (DILL et al. 2010, GOMES ¢és
JUNEAU 2017). Eredményeinkhez hasonléan Pesce és munkatarsai (2009) szintén jelentds
kiilonbségeket detektaltak a GLY felszini vizek mikrobidlis perifiton kozosségeire gyakorolt
szezondlis hatdsainak értékelése soran. A GLY-kezelés hatdsara a kezelt biofilmek
algak6zosségeiben szelekcios folyamatokat figyeltiink meg, ugyanis a GLY-terhelés hatdsara az
érzékenyebb fajok eltlintek a biofilmek mikrobidlis kozosségébdl, eldidézve a biomassza
esetleges csokkenését, amelyet a GLY-kezelés hatasaival szemben tolerans fajok elésorban a
GLY hatoéanyagot tapanyagforrasként hasznosité fonalas zoldalgafajok gyors nodvekedése
kovetett (15-16. abra) (PESCE et al. 2009). A talaj-mikroorganizmusok vizsgalata soran
korabban mar bizonyitottak, hogy a mikrobidlis kozosségek képesek adaptalodni €s tolerdlni a
GLY hatasait (DICK et al. 2010). Eredményeinkhez hasonléan a Saxton és munkatarsai (2011)
altal elvégzett mezokozmosz-vizsgalatok eredményei is azt mutatjak, hogy a GLY hatéanyagnak
pozitiv és negativ hatasai is lehetnek a felszini vizek fitoplankton-k6zosségeinek szerkezetére. A
technikai tisztasagh GLY szabad sav joval magasabb koncentracioban torténd (3 mg/l)
alkalmazasa soran a kékalgak aranyanak novekedését, valamint a zold- és kovaalgak csokkenését
figyelték meg (GONZALEZ et al. 2019), tovabba az expozicié kezdetét kovetd 2. naptol az
algakozosség klorofill-a-tartalmanak folyamatos novekedését tapasztaltak (VERA et al. 2014),
azonban joval alacsonyabb koncentracidoban 6,9 pg/l nem eredményezett valtozast a perifiton
biomasszajanak alakuldsaban a kontrollcsoporthoz képest 3—5 hét elteltével sem (RELYEA
2009). Lozano és munkatarsai (2018) egy Ujabb tanulmanyban szintén a GLY-IPA hatasait
vizsgaltdk joval magasabb koncentracidkban (0,3; 3.2; 5; 45 mg/l) a fitoplankton- és
perifitonk6zosségek klorofill-a-tartalmara, ahol a perifitonk6zosség sokkal toleransabbnak
bizonyult a fitoplanktonhoz képest. Az altaluk vizsgalt koncentraciok az alkalmazott egyhetes
expoziciot kovetden nem indukaltdk az algak6zosség biomasszajanak szignifikans mértékii
valtozasat, habar vizsgalataikat joval érettebb biofilmeken (60-napos kolonizacid) végezték el,
amelyek esetében az Osszetettebb szerkezet ¢és EPS-matrixréteg védelmet nyujt a
mikroorganizmusok szamara a szennyezd anyagok kedvezOtlen hatasaival szemben
(FLEMMING ¢és WINGENDER 2010). A Shaw ¢és Mibbayad (2016) altal elvégzett
tanulmanyban a GLY-IPA vizsgalt legalacsonyabb koncentracidja (342,3 mg/l) is a klorofill-a-
tartalom szignifikdns mértékii csokkenését idézte eld, amely koncentracié joval meghaladja az
altalunk vizsgalt dozist.

Vizsgélataink sordan a formdzott készitmény a kezelt biofilmek algabiomasszajanak
csokkenését eredményezte két hét elteltével [2015: Balaton, Duna; 2016: Velencei-to (13-14.,
19. abra)], ez aldl kivételt képez a 2016. évi dunai adatsor, azonban ebben az esetben is a

biomassza szignifikdnsan lassabb novekedése volt megfigyelhetdé a kontrollcsoporthoz képest
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(18. abra). A Balaton esetében a csokkenés mértéke szignifikansan meghaladta a
kontrollcsoportban tapasztalt csokkenés iitemét (13. abra). A biomassza-csokkenés a 2015. évi
dunai biofilmek esetében a 4. vizsgalati hétig volt megfigyelhetd, amelyet kovetden a biomassza
novekedése volt tapasztalhatd (14. abra), ezzel szemben a Balatonbol szarmazo biofilmek
esetében csak a 10. héten volt tapasztalhatd a biomassza ndvekedése (13. abra), mig a Velencei-
tavi mintak esetében a kisérlet végén a biomassza stagnalasa volt detektalhato. Mindezek alapjan
megallapithatd, hogy a Balaton és a Velencei-t6 perifitonkdzdsségére hato szelekcids folyamatak
jobban elhuzodtak, mint a vizsgalt folyoviz esetében. A jelenség hatterében elsdsorban a
természetes vizek eltérd pH-értéke allhat ugyanis a Duna €és Balaton esetében meghatarozott pH-
értékek (8,1-8,2) joval magasabbak, mint a szikes Velencei-td nyugati teriiletein mérheté 6,9—
7,1-es értékek (FOLMAR et al. 1979, SERVIZI et al. 1987, TSUI és CHU 2003). A formazott
készitmény altal el6idézett biomassza-csokkenés a tiszta hatdoanyag és a POEA fokozott egyiittes
toxicitasat jelzi a biofilmek algakozOsségeinek esetében is, amely jelenség az
algaszaporodasgatlasi teszekben is megfigyelheté (TSUI és CHU 2003, PEREIRA et al. 2009,
LIPOK et al. 2010). Eredményeinkhez hasonléoan Gonzalez és munkatarsai (2019) a GLY szabad
sav ¢s két kiszerelt készitmény (ROUNDUP MAX, GLIFOSATO Il ATANOR) hatdsait vizsgaltak,
habar joval magasabb vizsgalati koncentracioban (3 mg/l) hasonl6 érettségii biofilmek esetében
(36-napos kolonizacios periodus), ahol a készitmények toxicitasa meghaladta a tiszta hatdoanyag
toxicitasat a zold- és kovaalgafajok denzitasanak vizsgalata soran. A formazott készitmény
biofilmek algakozosségeire gyakorolt hatdsainak vizsgalata soran mas tanulméanyokban joval
magasabb vizsgalati koncentracio (ROUNDUP: 8 mg/l GLY) alkalmazasa mellett a perifiton
késleltetett kolonizacigjat eredmeényezte, tovabba a kontrollmezokozmoszban a biomasszat
jellemzo értékek folyamatosan meghaladtak a kezelt csoportban meghatarozott értékeket, a
vizsgalati periodus soran (VERA et al. 2010), azonban a perifiton biomasszajanak csokkenését
és szerkezeti véltozasait figyelték meg mar 6 mg/l-es koncentracio esetében is (PEREZ et al.
2007). A kontroll- és kezelt biofilmek esetében szintén a kovaalgak dominanciajat figyelték meg,
sajat eredményeinkhez hasonldéan (PEREZ et al. 2007, VERA et al. 2010), tovabba a formazott
GLY-készitmények (VISION, ROUNDUP) esetében a perifitonk6zdsség biomasszajanak
kontrollcsoportot meghalad6é ndvekedésérdl szdmoltak be a vizsgélati periodus végén a hozzank
hasonld (97,7 ug/l) és magasabb GLY-kocentracio (3,8 mg/l) esetében is (AUSTIN et al. 1991,
RELYEA 2005), ami ebben az esetben is a hatébanyag vagy az adalékanyagok
tapanyagforrasként torténd hasznositasaval magyarazhato (VAN GINKEL et al. 1993, QIU et al.
2013, WANG et al. 2016).

A POEA esetében a 2016. évi dunai biofilmek algakdzdsségeinek BM-értékei folyamatos

novekedést mutattak az expozicié soran (18. abra). A velencei-tavi biofilmek esetében a kezdeti
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csOkkenést kovetéen a 4. héttdl szintén az algabiomassza fokozatos novekedése Vvolt
megfigyelheté (19. abra). A POEA toxicitadsa a kiilonb6zd természetes vizekben eltéré képet
mutatott, amely elsdsorban szintén az eltérd fajosszetétellel €s kornyezeti koriilményekkel (pl.
pH, hémérséklet) magyarazhato (FOLMAR et al. 1979, GOMES és JUNEAU 2017). Az
algaszaporodasgatlasi vizsgalatokban a POEA bizonyult a legtoxikusabb komponensnek,
azonban a biofilmek esetében a POEA fokozott biomassza-ndvekedést eredményezett, amely
els6 sorban az EPS védelmi funkcidival magyarazhaté (FLEMMING ¢és WINGENDER 2010).
kovetden kialakulod degradacids termék jelentés mértékben stimulalta a mikrobak kitapadasat a
biofilmen beliil, amely eldsegiti a mikrobialis kdzosség novekedését (WHITE 1995), tovabba
bizonyos Pseudomonas-fajok esetében igazoltak, hogy képések egy nem ionos etoxilalt hossza
lanca alkilamin (oktadecil-bisz-(2-hidroxi-etil)-amin) detergenst novekedésiik soran szén- és
energiaforrasként hasznositani (VAN GINKEL et al. 1993). A természetes biofilmek
baktériumko6zosségének bizonyos fajai képesek kiilonboz6 feliiletaktiv anyagok szintetizalasara
és szekrécidjara (AL-TAHHAN et al. 2000), tovabba a kiilonb6zé feliiletaktiv anyagok jelenléte
az EPS-matrixban lehetévé teszi olyan tapanyagok, hidrofoéb szubsztratok hozzaférhetdségét,
amelyeket enélkiil nem tudnanak felvenni és hasznositani a mikrobidlis konzorcium tagjai,
tovabba eldsegitik a horizontdlis exopolimer-transzfert a baktérium- ¢és algasejtek kozott
(OSTERREICHER-RAVID et al. 2000, RODRIGUEZ ¢és BISHOP 2008). A velencei-tavi
biofilmmintdkban a POEA 4ltal eldidézett biomassza-csokkenést a biomassza ndvekedése
valtotta, amely jelenség hatterében szintén a POEA szelekcids hatasai allhatnak, tovabba a POEA
esetében meghatarozott DTsg érték természetes felszini vizekben kb. 3—6 hétre tehetd (GIESY et

al. 2000), igy a tapasztalt biomassza-novekedés az alacsony kezdeti koncentracido gyors

crer

4.4.3. Biofilmek kovaalga-kozosségein végzett vizsgalatok eredményei

Az sszfajszamok alapjan a Duna 39 fajjal kovaalgakban sokkal gazdagabbnak bizonyult
a Balatonnal (18 faj). A vizsgalatok soran jelentés mértékben megvaltozott a kovaalga-kozosség
Osszetétele a vizsgalt balatoni és a dunai biofilmekben egyarant.

A bioldgiai jelleg-alapt elemzés soran a kezdeti fajszdmardnyok a cl-c4
méretkategoriaban nagyon hasonlok voltak a két vizes €él6helyen (Balaton: cl—c4: 11%, 17%,
33%, 17%; Duna: cl-c4: 10%, 23%, 39%, 18%), ezzel szemben a legnagyobb
méretkategoriaban majdnem haromszor annyi faj volt megfigyelheté a balatoni mintakban, mint

a dunaiakban (c5: Balaton: 28%; Duna: 10%). Az 6kologiai guild-ek (vagyis adott taxonok azon
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csoportjai, amelyek ugyanabban a koérnyezetben élnek, de ahhoz kiilonb6z6 modon
alkalmazkodtak) esetében az expoziciot megeléz6en mindkét helyen az alacsony profila (LP) és
motilis (MO) volt a két legdominansabb guild a fajszamok alapjan. A masik két guild ezzel
szemben erésen alulreprezenzalt volt, azonban a Dunanal kissé kiegyenstlyozottabb a dominans
guild-ek aranya (Duna: LP: 39%; MO: 36%), mint a Balatonban (Balaton: LP: 50%; MO: 33%).
A kiilonbség abbol ered, hogy a Dunanal mind a magas profila (HP: 15%), mint a planktonikus
(PL:10%) fajok aranya nagyobb volt, a Balatonhoz képest (HP: 11%, PL: 6%). A vizsgalt
balatoni és dunai biofilmmintakban a sejtméret szerinti kategoridkban és az okologiai guild-ek
esetében sem valtoztak a fajszamaranyok egyik kezelési csoportban sem az idével (p > 0,213).

A kezdeti sejtszamaranyok szignifikansan kiilonboztek a két viztestben, ugyanis amig a
balatoni mintaban abszolut uralkodott a c3-as kategoria (a sejtek kétharmada tartozott ide, 65%,
amelyekbdl 50% egy fajhoz, a N. cryptotenella-hoz tartozott) addig a dunai mintaban a cl és c3
kategoriak hasonld aranyban voltak jelen (cl: 31%; c3: 28%), utobbi a balatoni c3-hoz képest
feleakkora relativ gyakorisdgot mutatott. A c4 és c5 kategoria gyakorisdga mindkét helyen
hasonlé volt (Balaton: kb 8-8%; Duna: 17 és 15%). A c2-es kategoria mindkét helyen a
legritkabb kategoria volt, ugyanakkor ezek relativ gyakorisdga a dunai mintaban sokkal nagyobb
volt, mint a balatoniban (Balaton: 1,5%; Duna: 10%).

A sejtszamarany szignifikans valtozasa volt megfigyelheté az id6 elére haladasaval
minden csoport esetében a balatoni és dunai biofilmmintakban egyarant. A dunai biofilmekben a
cl er6sen, mig a c5 kicsit gyengébben nétt az iddvel, valamint a harom kozépsé
sejtmérettartomany lecsokkent (p < 0,001). A balatoni mintdkban a cl szintén erdteljes
novekedése volt megfigyelhet6 (p < 0,001), ezzel szemben a c2 és c4-es sejtkategoria mindenhol
eltiint, de ezek eleve ritkak voltak. A dunai mintdk esetében a kozépsd sejtméret-kategoridk (c2—
c4) relativ gyakorisaga kiegyenlitédott a kisérlet végére. A valtozasokat tobbnyire egy-két
dominans faj gyakorisaganak megvaltozasa eredményezte minden csoportban (Balaton: c1: A.
minutissimum; c3: N. cryptotenella, c5: C. placentula var. lineata; Duna: c1: A. minutissimum és
A. pediculus, c3: G. parvulum) (20. abra).

A kezelések hatasainak statisztikai értékelése alapjan a balatoni mintak esetében a 6.
héten szignifikans kiilonbségek voltak megfigyelhetok a kontroll- és GLY-kezelt csoportok
kozott (p < 0,001), azonban a két kezelés hatasai kozott nem volt kiilonbség. Habar minden
csoportban megndtt a cl-es €s c5-0s fajok ardnya a 6. hétre, a kezeltekben a cl novekedése
erdteljesebb volt a c5-0s fajokkal szemben. A k6zépsé méretkategdriak aranya nagyjabol
megegyezett minden csoportban. A 10. héten a hatéanyag és a formazott készitmény hatasai
kozott szignifikans kiillonbségek figyelhetéek meg (p < 0,001). A kontrollban magasabb volt a c1

aranya, mint a két kezelt csoportban. A kezelt csoportok aranyaiban leginkabb a cl, ¢3 és ¢5
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kategoriak esetében volt kiillonbség. A dunai mintakban ezzel szemben a 6. héten még minden
kezelési csoport kiillonbozott egymastol (p < 0,047). A kontrollhoz képest a tiszta hatdanyaggal
kezelt csoportban nagyobb volt a cl és a ¢5 aranya, mig a kozépsé sejtméretek aranya lecsokkent
(p < 0,050). A formazott készitmény esetében pedig a c5 aranya kisebb, mig a c3—c4 aranya
nagyobb volt, mint a kontrollban. A kisérlet végére a tisztahatéanyag esetében a cl aranya
szignifikdnsan eltért a kontrolltol, mig c5 aranya mindkét kezelt csoport esetében nagyobb volt,
mint a kontrollban (p < 0,032). A kozépso sejtméretek aranya ezzel szemben lecsokkent a kezelt
csoportokban a kezeletlen egységben tapasztalt értékekhez képest A két kezelés hatasai kozott
azonban nem volt kiilénbség (p > 0,053) (20. abra).
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20. abra A glyphosate hatasa a 2015. tavaszan a Balatonban és a Dunaban természetes
koriilmények kozott kialakult biofilmek kovaalga-kozosségeinek relativ gyakorisagéra a

kiilonboz6 sejtméret-kategoriakban (c1—c5)

A kezdeti sejtszamaranyok szignifikansan kiilonboztek a két helyen az 6kologiai guild-ek
esetében is (p < 0,023). A Balatonnal ugyanis erdsen eltolt volt az eloszlas a MO guild javara
(60%, amig LP: 26%, PL: 14% és HP: 1%), ezzel szemben a Dunanal az LP uralkodott mar a
kisérlet elején is (53%, amig. HP: 30%, MO: 15% ¢és PL: 3%). A guild-ek aranyaibdl az is
latszott, hogy a Dunanal sokkal nagyobb volt a HP aranya is, mig az MO és PL relativ
gyakorisaga sokkal alacsonyabb volt, mint a Balatonnal (21. abra).

A sejtszdmarany szignifikdns véltozasa volt megfigyelhetd az id6 eldrehaladasaval
minden csoport esetében a balatoni €és dunai biofilmmintdkban egyarant, ugyanis az 1d6
elérehaladasaval az LP aranya mindkét helyen megnétt, minden csoportban (p < 0,001). Az LP

kezdetben viszonylag fajgazdag csoport volt, ami a kisérlet folyaman nem véltozott, azonban a
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sejtszdmarany-eltolodas szignifikans mértékii volt, ugyanis a megfigyelt szignifikans ndvekedést
2 dominans faj (A. minutissimum és C. placentula var. lineata) elszaporodasa eredményezte a
balatoni mintdk esetében. Habar a balatoni mintdkban az MO hasonldan fajgazdag csoportként
indult, nagy sejtszammal, minden csoportban erds csokkenés volt tapasztalhatd, amely elsd
sorban a dominans c3-as N. cryptotenella faj lecsokkenésével magyarazhato (p < 0,031). A PL
csoport aranya mindkét, mig a HP csoport esetében a dunai mintdkban volt megfigyelhetd

erdteljes csokkenés vagy a csoportok teljes eltiinése a vizsgalt mintakbol (p < 0,024) (21. abra).
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21. abra A glyphosate hatasa a 2015. tavaszan a Balatonban és a Dunaban természetes
koriilmények kozott kialakult biofilmek kovaalga-kozosségeinek relativ gyakorisagéra a

kiilonboz6 guild-ekben

A kezelések hatasainak értékelése soran csak a Duna esetében tapasztaltunk szignifikans
mértékil hatast. A balatoni minték esetében a 6. héten a kontrollhoz képest a kezelt csoportokban
valamivel nagyobb volt az LP (K: 86%; G: 88%; R: 91%) és kisebb a HP sejtek aranya (K: 7%,
G: 4%, R: 4%), de ez a kiilonbség nem szignifikans (p = 0,145). A kisérlet végére a GLY-kezelt
csoportok még kevésbé tértek el a kontrollcsoporttol, ugyanis minden csoportban az LP guild-be
tartozott szinte az Osszes sejt. A dunai biofilmmintak esetében a 6. héten mindharom csoport
szignifikdnsan eltért egymastol (p < 0,001). A GLY-kezelt csoportban ugyanis szignifikansan
nagyobb volt az LP és kisebb az MO aranya, mint a kontrollban, a formazott készitménnyel
kezelt mintakban pedig szignifikdnsan kisebb lett az LP és nagyobb a HP aranya, mint a
kontrollban (p < 0,001). A tiszta hatéanyaggal torténé kezelés hatasara szignifikansan nagyobb
volt az LP és kisebb az MO és HP aranya, mint a formazott készitmény esetében (p < 0,001). Az
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expozicid végére a kontrollcsoporthoz képest a tiszta hatdéanyaggal torténd kezelést kdvetden
magasabb lett az LP csoport aranya, mig az MO esetében az arany lecsokkenése volt
megfigyelheté (p < 0,001). A formazott készitménnyel kezelt csoportban nagyobb volt az LP,
mig kisebb az MO guild-be tartozo sejtek-aranya (p < 0,001) (21. abra).

A GLY ¢és formazott készitményeinek bentikus kovaalga-kozosségre gyakorolt hatasait
tobb tanulmanyban is vizsgaltak (SULLIVAN et al. 1981, MAGBANUA et al. 2013, WOOD et
al. 2016). A GLY 200 mg/l koncentracioban jelentds hatast gyakorolt a kovaalga-kozosség
Osszetételére (WOOD et al. 2016). A GLY formazott készitményei (GLIFOSATO Il ATANOR,
RouNDUP MAX) mar 3 mg/l koncentracioban szignifikansan megnovelték az elpusztult
kovaalgasejtek szamat a perifitonmatrixban, a technikai tisztasagut GLY hatasaihoz képest
(GONZALEZ et al. 2019).

A sejtméret csOkkenése szamos tanulmanyban megfeleld indikdtornak bizonyult
nehézfém-szennyezések (JOUX-ARAB et al. 2000, CATTANEO et al. 2004) és novényvédo
szerek esetében is (RIMET ¢s BOUCHEZ 2011). Eredményeink alapjan szintén a legkisebb
sejtméretli kategoria gyakorisaga ndvekedett meg a dunai GLY-kezelt csoportokban, azonban
esetiinkben a legnagyobb sejtméret abundancidja is megndvekedett a kontrollcsoporthoz képest.

Rimet és Bouchez (2011) mezokozmosz-vizsgalataban a herbicides (diuron) és
fungicides (azoxystrobin, tebuconazol) kezelések megnovelték a MO és az LP guild-ekbe tartozo
kovaalgak abundanciajat, mig a HP kovaalgafajok esetében csokkenés volt megfigyelhetd, ezzel
szemben eredményeinkhez hasonléan Magbanua és munkatarsai (2013) éppen ellenkez6
tendenciat tapasztaltak a HP guild-ek esetében a GLY-kezelés hatasara. Az LP guild fajainak (pl.
Cocconeis és Encyonema-fajok) abundanciaja tobbnyire lecsokken a tapanyag- és szervesanyag-
koncentracid novekedésével (BERTHON et al. 2011), tovabba rezisztensek a turbulens
hatasokkal szemben, és képesek a vizben oldott tdpanyagok hasznositasara is (PRINGLE 1990,
PASSY 2007a, 2007b). A HP kovaalgak ezzel szemben altalaban nagy gyakorisaggal fordulnak
el tapanyag gazdag kornyezetben (PASSY 2007a), amelyet a mi megfigyeléseink is
alatamasztanak, ugyanis a guild abundanciaja jelentés mértékben megnovekedett a formazott
GLY hatoanyaggal kezelt dunai biofilmekben. A MO guild esetében novényvéddszer-szennyezés
soran bizonyos kovaalgak (pl. Navicula és Nitzschia-fajok abundanciaja novekedést mutat
magasabb tapanyag- és szervesanyag-koncentracio esetében (BERTHON et al. 2011, RIMET és
BOUCHEZ 2011), tovabba rezisztensnek bizonyultak bizonyos névényvédé szeres (pl. atrazine,
isopruton) kezelések hatasaival szemben is (GUASCH et al. 1998, DORIGO et al. 2004), az
altalunk vizsgalt GLY kezelt dunai biofilmekben azonban szignifikans mértékben lecsokkent az

MO gyakorisaga a kontrollcsoporthoz képest. A PL guild fajai minden mintaban teljesen eltiintek
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a vizsgalat végére kezeléstdl fiiggetleniil, amely jelenség feltételezhetéen a biofilm mikrobialis
szukcesszios €s érési folyamataival magyarazhat6, ugyanis a pionir planktonikus kovaalgak

helyét idével mas guild-ek fajai veszik at (CARUSO 2019).
4.5. Az analitikai vizsgalatok eredményei
45.1. Aglyphosate lebomldsanak vizsgalata felszinivizmintakban

A GLY lebomlasa eltéré képet mutatott tiszta hatdéanyag és készitmény formajaban,
valamint a két természetes viztestben egyarant. A GLY hozzaadasat (100 pg/l GLY-IPA)
kovetden 30 perc elteltével (0. idépont a 21. dbran) begyljtott dunai vizmintakban a formazott
készitmény esetében (POEA jelenlétében) joval magasabb koncentracidkat (101,0+£6,2 pg/l)
mértiink vissza, mint a tiszta hatéanyag esetében (79,9+6,6 pg/l) (p = 0,016), majd mindkét
esetben 57,6+1,4 ng/l tartomanyban allanddsult a hatéanyag-koncentracio (22. abra).
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22. abra A glyphosate lebomlasa tiszta hatdanyag formazott készitmény (ROUNDUP CLASSIC)

forméjaban dunai és balatoni vizmintdkban

A formdzott készitmény esetében azonban a hatdanyag-koncentracio késleltetve, kb. 1
nappal késobb érte el a konstans értéket. A balatoni vizmintdk esetében a 30 perc elteltével
visszamért GLY-koncentracio a hatéoanyag (91,2+5,9 pg/l) és a formazott készitmény (103,1+7,2
ug/l) esetében sem mutatott valtozast 1 hét alatt, ugyanis a GLY-koncentracié 90 pg/l, valamint

100 pg/l korili értéken stagnalodott. A formazott készitmény esetében azonban a dunai
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vizmintakhoz hasonloan szintén magasabb koncentracioértékeket hataroztunk meg a tiszta
hatéanyaghoz képest (22. dbra).

A biofilmek jelenléte jelentdsen befolydsolta a GLY lebomlasat tiszta hatdanyag ¢és
formazott készitmény formajaban is (23-24. abra). A dunai vizmintakban a GLY hozzaadasat
kovetden visszamért hatdéanyag-koncentracié a tiszta hatdéanyag ¢€s formdzott készitmény
esetében biofilmek jelenlétében 13,0+2,4 ng/l (23/A. ébra) és 54,0+5,2 ng/l (23/B. abra) volt. A
tiszta hatéanyag esetében az elsd héten 15 pg/l érték koriil allandoésult (23/A. é4bra), ezzel
szemben a formazott készitmény esetében folyamatos csokkenés volt megfigyelhetd, ahol a
GLY-koncentraci6 az els6 hét végére 8,0+1,3 pg/l-re csokkent (23/B. abra). A tiszta
hatéanyaggal torténd kezelés az dsszbiomassza csokkenését eredményezte a kontrollcsoporthoz
képest, amely fitotoxikus hatast a POEA jelenléte nagymértékben fokozta a formazott

készitményben (23. dbra).
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23. abra A glyphosate lebomlasa tiszta hatdanyag (A: 0) és formazott készitmény (B: m)
formajaban, dunai vizmintakban biofilmek jelenlétében”

" Az 1. hét elteltével a heti szintli vizeserék soran a GLY-koncentracié (100 pg/l) ismételt
beallitasat (V) kovetden 30 perc elteltével keriilt sor a mintavételezésére és a GLY-koncentracid
(») analitikai meghatarozasara. Az abrakon nyilak (folytonos vonalt) jelzik az egy hét alatt
megfigyelheté koncentraciovaltozast, valamint a vizcsere eldtt és utan meghatarozott GLY-
koncentraciok kozott megfigyelhetd kiillonbségeket (szaggatott vonalt nyilak), tovabba
feltiintetésre kertiltek a vizsgalati periodus soran meghatarozott 6sszbiomassza-értékek a
kontroll- (sziirke, szaggatott kdrvonala oszlopok) és a kezelt (fekete, folytonos korvonala
oszlopok) csoportban egyarant.

Az 1. hetet kdvetden a heti vizcserék alkalmazasa mellett a GLY-koncentracio fokozatos
novekedése volt megfigyelhetd a tiszta hatdanyag esetében a vizcseréket megelézé és a
koncentraci6é ismételt bedllitasat kovetd mintavételek alapjan. A 4. héten az Osszbiomassza
novekedése volt megfigyelhetd, amelyet a GLY-koncentracio csokkenése kisért (23/A. abra). A

készitmény esetében azonban az értékek stagnaldsa (19,5-28,1 ng/l) volt megfigyelhetd az 1.
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hetet kdvetden. A 4. héttdl az 6sszbiomassza novekedésével a formazott készitmény esetében is a
GLY-koncentracié novekedése volt megfigyelhetd a vizcseréket kdvetden, azonban a vizeseréket
megeldzden a koncentracio fokozatos csokkenése tapasztalhato (23/B. ébra).

A balatoni biofilmek esetében a kontroll- és kezelt csoportokban egyarant a biomassza
fokozatos csokkenése volt megfigyelhetd, azonban a csokkenés mértéke jelentésebb volt a kezelt
biofilmek esetében, foleg POEA jelenlétében (24. abra). A balatoni vizmintdkban a GLY
hozzaadasat kovetden visszamért hatdanyag-koncentracid a tiszta hatdanyag ¢és formazott
készitmény esetében biofilmek jelenlétében 81,0+£3,7 ng/l (24/A. abra) és 100,2+6,2 ug/l (24/B.
abra) volt. A tiszta hatdéanyag esetében az elsé héten a GLY-koncentracio 80 pg/l érték koriil
allandosult (24/A. abra), ezzel szemben a formazott készitmény esetében folyamatos csokkenés
volt megfigyelheté a balatoni vizmintdkban is, ahol a GLY-koncentracié az elsd hét végére

79,5+8,3 pg/l-re csokkent (24/B. 4bra).
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24. abra A glyphosate lebomlasa tiszta hatoanyag (A: ) és formazott készitmény (B: ¢)
formajaban, balatoni vizmintdkban biofilmek jelenlétében”

" Az 1. hét elteltével a heti szintli vizeserék soran a GLY-koncentracié (100 pg/l) ismételt
beallitasat (V) kovetden 30 perc elteltével keriilt sor a mintavételezésére és a GLY-koncentracio
(#) analitikai meghatarozasara. Az abrakon nyilak (folytonos vonalu) jelzik az egy hét alatt
megfigyelhetd koncentraciévaltozast, valamint a vizcsere el6tt és utdn meghatarozott GLY-
koncentraciok kozott megfigyelhetd kiilonbségeket (szaggatott vonalu nyilak), tovabba
feltiintetésre keriiltek a vizsgalati periddus soran meghatarozott 6sszbiomassza-értékek a
kontroll- (sziirke, szaggatott kdrvonala oszlopok) és a kezelt (fekete, folytonos korvonala
oszlopok) csoportban egyarant.

Az 1. hetet kovetden a heti vizcserék alkalmazasa mellett a GLY-koncentracio nem
véltozott jelentds mértékben a tiszta hatdanyag esetében, azonban az 6todik héten a GLY-
koncentracid ismételt bedllitasat kovetden 30 perc elteltével a hatdéanyag-koncentracio kis

mértékben lecsokkent (62,3+3,7 ug/l) (24/A. abra). A formézott készitmény esetében a 4. hétig a
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vizcseréket kovetden a beallitott GLY-koncentracio teljes mennyiségben visszamérhetd volt a
begylijtott vizmintdkban, az 5. héten elvégzett mintavétel soran azonban a tiszta hatéanyaghoz

hasonloan a koncentracié csokkenése volt megfigyelhetd (24/B. abra).

A vizsgalt természetes vizekben igen nagy kiilonbségek voltak megfigyelhetéek a GLY
lebomlasanak vizsgalata soran, ugyanis a dunai vizmintdkban a hatéanyag-koncentracié kezdeti
csOkkenése utan, a GLY-koncentracio allandd tartomanyban megfigyelheté stagnalasa volt
tapasztalhaté mindkét vizsgalt forma esetében, ezzel szemben a balatoni vizmintdk esetében nem
tapasztaltunk valtozast a visszamért GLY-koncentracio alakuldsaban az egyhetes vizsgalati
periodus soran (22. abra). A GLY esetében elérhetd felezési idok igen nagy variabilitadst mutatnak

a felszini vizekben. A GLY DTsp-értéke vizes kozegben par naptol egészen 301 napig terjedhet,

crer

crer

jellemezték, amely szerint a molekula besoroldsa a perzisztencia alapjan kozepestdl magasnak
tekintheté (EFSA 2015, MACBEAN 2012). A kiilonb6z6 tanulmanyokban a GLY degradacidjat
jellemz6é DTsp-értékek 1,5-70 nap kozott alakultak (RUEPPEL et al. 1977, GHASSEMI et al.
1981, GOLDSBOROUGH ¢és BECK 1989, VERA et al. 2010). A szakirodalmi adatok és sajat
felszini vizekben nagyfoku helyspecifikussagot mutat, tovabba nagymértékben fligg a kiilonb6zo
természetes vizek fizikai (pl. vizaramlas, homérséklet, iiledék jelenléte, lebegd szilard
részecskék) és kémiai (pl. pH, oldott oxigéntartalom, vizkeménység, foszfortartalom, kationok
koncentracioja) jellemzditdl, tovabba a mikrobialis kozosség Osszetételétdl (pl. biodegradacid)
(GOLDSBOROUGH és BROWN 1993, SVIRIDOV et al. 2015, FERNANDES et al. 2019).
befolyasolja a POEA jelenléte. A valasztott GLY-koncentracié beallitasat kovetén 30 perc
elteltével begylijtott mintdkban a formazott készitmény esetében joval magasabb koncentraciokat
hatdroztunk meg a tiszta hatdanyaghoz képest a vizsgalt dunai és balatoni vizmintakban,
biofilmek jelenlétében is (22-24. d&bra). A tapasztalt jelenség feltételezhetden azzal
magyarazhat6é, hogy a feliiletaktiv anyag modositja a GLY adszorpcios képességét, ezzel
csokkentve a GLY fizikai adszorpcidjanak mértékét a szilard—folyadék-hatarfazisok feliiletén (pl.
az akvariumok iivegfeliiletei, szilard fazisok és lebegd részecskék a vizmintdkban)
(BERGSTROM et al. 2011, LI et al. 2016), tovdbba a ndvényvéddszer-hatdoanyagokhoz
hozzaadott feliiletaktiv anyagok micellakat képeznek, amelyek eldsegitik a GLY oldatban
maradasat, tovabba védelmet nyudjtanak a degradacioval szemben (RODRIGUEZ-GIL et al.
2017, MESNAGE ¢s ANTONIOU 2018).
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A GLY lebomlasat a POEA mellett a biofilmek jelenléte is jelentds mértékben
befolyasolta (23-24. abra). Az alkalmazott GLY-koncentracié beallitasat kovetden a dunai

vizmintdkban joval alacsonyabb értékek voltak visszamérhetdk biofilmek jelenlétében (23. dbra),

crer

crer

magyarazhaté (SCHORER ¢és EISELE 1997, SPATH et al. 1998, LAWRENCE et al. 2001). A
balatoni vizmintakban 30 perc elteltével biofilmek jelenlétében is magas kezdeti értékek voltak
visszamérhet6ek (24. abra), amely feltételezhetéen a biofilmek mikrobiologiai dsszetételben, és a
vizkémiai jellemzdk esetében megfigyelhetd kiilonbségekkel magyarazhato
(GOLDSBOROUGH ¢és BROWN 1993, TSUI és CHU 2003). A biofilmek adszorpcios
kapacitasat jelentés mértékben meghatarozza a mikrobiologiai k6zosség, az EPS Gsszetétele (pl.
karboxil- ¢és hidroxil-csoportok mennyisége) és a mar adszorbealt anyag mennyisége
(SCHORER ¢s EISELE 1997). A GLY akkumulacigjat és biodegradacigjat biofilmek
jelenlétében tobb tanulmanyban igazoltak (GIESY et al. 2000, CARLES et al. 2019,
FERNANDES et al. 2019).

A tiszta hatdanyag vizsgalata soran, az elsé héten szintén a GLY-koncentraci6 stagndldsa
volt megfigyelhet6 biofilmek jelenlétében is mindkét vizminta esetében (23/A. és 24/A. abra), de
joval alacsonyabb koncentraciéban, mint az biofilmek jelenléte nélkiil volt tapasztalhato, amely
ebben az esetben elsdsorban a biofilmek adszorpcios kapacitdsdval magyarazhatd. A dunai
vizmintdkban a formazott készitmény esetében megfigyelhetd koncentracidcsokkenés biofilmek
jelenlétében joval fokozatosabb (23/B. abra), tovabba a balatoni vizmintakban is tapasztalhatova
valt a koncentracié fokozatos csokkenése (24/B. abra), hasonléan a Vera és munkatarsai (2010)
altal publikalt felszinivizmintakban elvégzett lebomlasi vizsgalat eredményeihez.

A dunai vizmintdkban az 1. hetet kovetden, a tiszta hatdanyag esetében a biofilmek
laboratoriumi fenntartasanak érdekében elvégzett heti szintli vizeserék mellett a hatdéanyag-
koncentracié a vizcserét megeldzOen, tovabba a koncentracid ismételt beallitasat kdvetden is
folyamatos novekedést mutatott a hatdéanyag koncentracidja a vizsgalt vizmintakban (23/A.
abra), amely a biofilmek és az EPS altal nyujtott szorpcios helyek folyamatos telitddésére utal,
igy egyre nagyobba valt a vizmintakbdl visszamérthetdé GLY-mennyiség. A 4. héten tapasztalt
biomassza-névekedés és fokozott EPS-termelés uj kotOhelyekkel szolgalhat, tovabba a GLY
hatasaival szemben tolerdns alga-, baktérium- €s gombafajok tdpanyagként hasznosithatjak a
vizben oldott és az EPS-matrixba bekeriild6 GLY hatéanyagot (SAXTON et al. 2011, HOVE-
JENSEN et al. 2014, SVIRIDOV et al. 2015), amely tényezOk magyarazhatjdk a GLY-
koncentracid lecsokkenését a vizcserét kovetden (23/A. abra). A formazott készitmény esetében

a kezdeti csokkenést kovetden a koncentracié nem valtozott jelentés mértékben az alkalmazott

98



vizcserék soran a 4. hétig, ahol novekedés volt megfigyelhetd a vizcserét kovetéen, amely
feltételezhetéen szintén a kotdhelyek telitddésével magyarazhatd, azonban hétr6l hétre a GLY-
koncentracio csokkenése volt megfigyelhetd a vizcsere eldtt begylijtott mintdkban, amely ebben
az esetben is a tolerans fajok tapanyag-hasznositasdval és a hatdanyag adszorpcidjaval
magyarazhato (23/B. abra). A formazott készitmény esetében a kotOhelyek késletett telitddését
elsdsorban a POEA jelenlétében megfigyelhetd micellaképzddés ¢€és a novényi sejtfal
integritasdnak megemelkedése eredményezi, ugyanis a POEA polaris része micellat képez a GLY
hatoanyaggal, amelyet kdvetden az apolaris részeken keresztiil kotédik be az EPS-matrixba,
tovabba a sejtfal integritasanak emelkedése eldsegiti a GLY felvételét a novényi sejtekben
(FRANZ 1985, MESNAGE ¢s ANTONIOU 2018).

Az 1. hetet kdvetden a balatoni vizmintakban a hatdbanyag-koncentraci6 alakuldsa a dunai
vimintak esetében tapasztalt tendenciakhoz hasonléan alakult, azonban itt a biofilmek
jelenlétében is joval kisebb mértékli koncentracidcsokkenés volt megyfigyelhetd. A vizcseréket
megeldzden, és a GLY-koncentracid beallitasat kovetden begylijtott vizmintakban a hatdéanyag-
koncentracié nem valtozott egészen a vizsgalat 5. hetéig, ahol a koncentraci6 csokkenése volt
megfigyelhetd a tiszta hatdéanyag ¢és formdzott készitménye esetében egyarant (24. ébra). A
visszamérhetd hatéanyag-koncentracio csokkenése elsdsorban a stresszhatasok (pl. a
laboratoriumi koriilmények kozott megvaltozott kdrnyezeti kortilmények, GLY-kezelés, POEA
jelenléte) altal indukalt fokozott EPS-termeléssel és a megnovekedett EPS adszorpcids

kapacitasaval magyarazhato (DOMOZYCH 2007, FLEMMING ¢s WINGENDER 2010).

4.5.2. A linedris alkil-benzol-szulfonatok (LAS) lebomlasdanak vizsgdlata vizes kozegben

A LAS-lebomlasvizsgalata soran jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a két vizsgalt viztipus
esetében. A meghatidrozott DTsp-értékek a Dundbdl szarmazd felszinivizmintdkban a
detergenskeverék esetében 58,7+2,0 6ra, mig a készitmény esetében az aktiv hatdanyag és egyéb
adalékok jelenlétében 495,0+32,0 ora. A desztillalt vizes mintakban ezzel szemben a
detergenskeverék és készitmény esetében szamitott értékek 215,2+18,0 ora €s 519,0+32,0 ora. A
LAS lebomlasi iiteme tiszta detergenskeverék formajaban szignifikans mértékben meghaladta a
MosPILAN 20 SG forméjaban tapasztalt lebomlas mértékét a desztillalt vizes és dunai
vizmintakban egyarant (p < 0,001). A leggyorsabb lebomlasi iitemet a detergenskeverék felszini
vizben torténd vizsgalata soran tapasztaltuk, ugyanis a LAS jelenléte a 144. 6ratdl nem volt
kimutathat6 a vizsgalt vizmintdkban. A vizsgalat kezdetén bedllitott koncentracio (14,4 mg/l
LAS) a felszinivizmintdkban kiss¢ alacsonyabb értékre csokkent le az els6 mintavétel alapjan

(LAS: 9,0+1,0 mg/l, MOSPILAN 20 SG: 10,3+0,4 mg/l), mint a desztillalt vizes mintakban (LAS:
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11,0£0,5 mg/l, MOSPILAN 20 SG: 14,1+0,3 mg/l) (25. abra).A detergenskeverék lebomlasat
jellemzd DTsp-értékek joval alacsonyabbak a természetes vizminta, mint a desztillalt viz
esetében (p < 0,001), ezzel szemben a MosPILAN 20 SG esetében meghatarozott DTso-értékek

esetében nem tapasztalhat6 szignifikans kiilonbség (p = 0,410).
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25. abra A linearis alkil-benzol-szulfonatok lebomlasa detergenskeverék (LAS) és formazott

készitmény formajaban (MOSPILAN 20 SG) desztillalt vizben és dunai vizmintakban.

Vizsgalataink alapjan bizonyos neonikotinoid-tipusti hatéanyagok jelenléte a Dunabol
szarmazo felszinivizmintdkban jelent6sen befolyasolta a DTsg-értékek alakulasat. A LAS
esetében meghatarozott DTsg-érték 77,4+13,5 ora volt (26. abra). A TMX és CLO hatdéanyagok
jelenléte nem befolyésolta szignifikans mértékben a formazoanyag lebomléasat jellemzd DTso-
értekek alakulasat [TMX: 75,5+11,0 ora (p = 0,809), CLO: 79,4+12,3 ¢ora (p = 0,799)]. Az ACE,
IMI és TCL hatoéanyok ezzel szemben szignifikdns mértékben megnovelték a LAS felezési idejét
[ACE: 107,0+£4,0 6ra (p = 0,002), IMI: 139,0+£6,0 6ra (p < 0,001), TCL: 146,0+5,0 ora (p <
0,001)]. Az utobbi két hatdbanyag esetében a meghatarozott érték kozel a dupldjara emelkedett a
LAS egyedi vizsgalata soran meghatarozott értékhez képest (26. abra). A vizsgalt hatdbanyagok
esetében nem tapasztaltuk a beallitott kiindulasi koncentraciok jelentdés mértékli csokkenését,

habar egy enyhe csokkenés (-15,1%) megfigyelhetd volt a TMX esetében.

Eredményeink alapjan a LAS lebomlasat jelentés mértékben befolyasoljak a vizes kdzeg
fizikai, kémiai ¢és biologiai tulajdonsagai, de a lebomléds iitemét a neonikotinoid-tipusu
hatéanyagok (ACE, IMI, TCL) és a készitmények adalékanyagainak jelenléte is befolyasolhatja

(25-26. abra). A LAS a természetes felszinivizmintakban detergenskeverék formaban gyorsabb
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lebomlast mutatott, mint a desztillalt vizes mintakban (p < 0,001), ami a természetes vizekben
jellemzd mikrobioldgiai aktivitadsnak koszonhetd (FEDERLE ¢és VENTULLO 1990,
BELANGER et al. 2002). A biodegradacid6 mellett a LAS-homologok felszini vizekben
megtalalhatd lebegd szilard részecskék nagyobb méretli frakcidjahoz torténd adszorpcidja is
befolyasolhatja a LAS kornyezeti koncentracidjanak alakulasat (GONZALEZ-MAZO et al. 1997,
SAKALI et al. 2017), azonban anoxikus és anaerob koriilmények kozott a LAS degradacidja
nagyon lasst, tovabba akkumulalécidja is megfigyelhetd (TABOR és BARBER 1996). A
kiilonboz6 tanulmanyokban a LAS esetében meghatarozott felezési idok 10 ora és 16,3 nap
kozott alakultak felszini vizek esetében, amely értéktartomanyba beleesnek az esetlinkben
homérséklet, pH, a mikrobidlis kozosség Osszetétele, a LAS kezdeti koncentracioja), amellyel
magyarazhatok a felezési idok esetében megfigyelhetd jelentds mértékii kiillonbségek (TAKADA
et al. 1994, WANG et al. 2010).
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26. abra A linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS) lebomlasa detergenskeverék formajaban dunai
felszinivizmintakban kiilonb6z6 neonikotinoid-tipusu hatdbanyagok [acetamiprid (ACE),
thiametoxam (TMX), clothianidin (CLO), thiacloprid (TCL), imidacloprid (IMI)] jelenlétében

A felszinivizmintakban a mesterségesen hozzaadott formdzoanyag koncentracioja kisebb
mértékben volt visszamérhetd, mint a desztillalt vizes mintakban. A dunai vizmintak esetében
tapasztalt alacsonyabb kezdeti koncentraciok valdszinilileg a sziiretlen természetes vizben
jelenlévo lebegd szilard részecskék jelenlétével magyarazhatok, ugyanis a feliiletaktiv anyag

képes hozzakotddni a kolloid szemcsék feliiletéhez, az egyenstlyi allapot eléréséig.
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A LAS lebomlasi iiteme tiszta detergenskeverék formajaban joval meghaladta a
MosPILAN 20 SG formdjaban az ACE ¢és a formazott készitményekben megtalalhaté egyéb
adalékanyagok jelenlétében tapasztalt lebomlas mértékét (p < 0,001). A készitmény biztonsagi
adatlapja alapjan a MoSPILAN 20 SG az ACE és a LAS mellett kb. 77,4%-ban tartalmaz egyéb
adalékanyagokat (SUMI AGRO HUNGARY 2014). Ezek feltételezhetéen olyan adalékok,
amelyek csokkentik a ndvényvéddszer-matrix szétesését, ezzel elnyljtva a hatas kifejtését. A
hatéanyag toxicitasa is befolyasolhatja a LAS-koncentracié alakulasat, ugyanis toxikus hatést
gyakorolhat a mikroorganizmusokra, ezzel a biodegradacié mértékének csokkenését idézve el a
felszini vizekben. A LAS felezési ideje anaerob, nem tengeri iiledékekben mintegy 90 napra
tehetd, mig aerob koriilmények kozott a felezési idok 1-4 nap kozott alakultak, azonban, ha a
szulfatredukalé és metanogén baktériumok mikrobialis aktivitasa gatlodik, a DTsp-értékek
megnovekednek és akér a tobb évet is elérhetik (LARA-MARTIN et al. 2007).

A CLO, IMI és TMX (DTsp = 40,3; 30; 30,6 nap) hatdoanyagok stabilnak tekinthetok a
vizes fazisban, mig az ACE és a TCL (DTso = 4,7; 8,5 nap) lebomlasa mérsékelten gyors (PPDB
2020). A Pesticide Manual kézikonyvben megtalalhato adatok alapjan a TMX felezési ideje
természetes vizekben 7,9-39,5 nap kozott alakul, mig az IMI esetében a hatdéanyag gyors
lebomlasa tapasztalhatd vizes oldatanak vizsgalata soran, a direkt fotolizis eredményeként (DTsg
= kb. 4 ¢6ra), az ACE, CLO, és TCL hatéanyagok esetében nem talalhatd felszini vizekre
vonatkozo felezési érték (MACBEAN 2012). Sajat eredményeink alapjan a hatéanyagok 2 héten
keresztiil stabilnak bizonyultak a vizsgalt felszini viz esetében, azonban az ACE, IMI és TCL

hatdéanyagok jelentés mértékben lelassitottak a LAS felszini vizekben torténd lebomlasat.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A human- ¢és allatgyogyaszatban alkalmazott SUMETROLIM készitmény ¢&s két

hatéanyaganak a sulfamethoxazole és trimethoprim (TRI) készitményben feltiintetett
koncentraciokkal ekvivalens keverékének vizsgalata soran Daphnia magna
tesztszervezeten megallapitottam, hogy a TRI egyedi akut toxicitasa kozel tizszer
alacsonyabb, mint a vizsgalt tiszta hatdanyag-keverékben kialakulo egylittes toxicitasa,
valamint a glutation-S-transzferaz (GST) enzimaktivitas névekedését igazoltam a vizsgalt

hatoanyagok ¢és készitmény esetében.

. A neonikotinoid-készitmények D. magna immobilizacidjara gyakorolt akut toxicitasanak
vizsgalata soran elsoként bizonyitottam, hogy a clothianidin-tartalma APACHE 50 WG és
az acetamiprid (ACE)- tartalmu MOSPILAN 20 SG készitményekben megtalalhato adalék-

¢s hatdanyagok egyiittes toxicitasa meghaladja a hatdbanyagok onallé toxicitasat.

. Az ACE ¢és a formazodanyagként alkalmazott linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS)
MosPILAN 20 SG készitményben feltiintetett koncentraciokkal ekvivalens keverékének
vizsgalata sordn erds szinergens hatdst igazoltam D. magna tesztszervezeten, a
készitmény esetében, azonban a kombinalt hatas csokkenését figyeltem meg. Az ACE
egyedi (65 mg/l), valamint a formazoéanyaggal egyiittes keverékének (7,4 mg/l ACE és
0,9 mg/l LAS) expozicioja soran a GST-enzimaktivitas csokkenését igazoltam. Emellett
bizonyitottam, hogy a LAS lebomlasat jelentds mértékben befolyasoljak a vizes kozeg
fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsagai, de a lebomlés {litemét a neonikotinoid-tipusu
hatéanyagok jelenléte is befolyasolhatja. Az ACE, imidacloprid és thiacloprid

hatéanyagok szignifikans mértékben megnovelik a LAS felezési idejét.

. A glyphosate (GLY)- tartalmi ROUNDUP CLASSIC készitmény és Osszetevoinek
fitotoxicitasanak vizsgalata soran hormetikus hatast mutattam ki a Pseudokirchneriella
subcapitata algafaj fotoszintetikus akitvitasaira. A polietoxilalt faggytaminok
keverékének (POEA) (19,2 mg/l) és a formazott készitmény (11,6-50,6 GLY) magasabb

vizsgalati koncentracioi a fotoszintetikus aktivitas csokkenését idézték eld.

Els6ként mutattam ki, hogy a ROUNDUP CLASSIC készitmény és Osszetevoi (GLY: 100
ug/l; POEA: 37,4 pg/l) mar a szakirodalomban fellelhet6 koncentracidoknal joval
alacsonyabb koncentracioban is hatast gyakorolnak a hazai felszini vizi biofilmek

algak6zosségeinek biomasszajara €s Osszetételére, amely hatdsok helyspecifikusak. A
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hazai felszini vizi biofilmek kovaalgakozosségeinek biologiai jelleg-alapu vizsgalata
soran bizonyitottam, hogy a GLY ¢és formazott készitménye hatast gyakorol a kovaalgak

relativ gyakorisagara a kiilonb6z6 sejtméret- és 6kologiai guild-kategoriakban.

Kimutattuk, hogy a GLY lebomlasa igen eltéré képet mutat a vizsgalt hazai felszini
vizekben. Vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy a POEA, valamint a biofilmek

cres
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A vizsgalt allatgydgyaszati és neonikotinoid-tipusi hatéanyagok akut hatdsainak
vizsgalata soran jelent0s kiilonbségek figyelhetok meg a hatéanyagtipusokon beliil
megfigyelheté hasonlé kémiai szerkezet ellenére. Eredményeink és a szakirodalmi adatok
alapjan kijelenthetd, hogy a kiilonb6z6 szulfonamid-tipusu és a trimethoprim (TRI) hatéanyagok
toxicitdsa jelentds mértékben fiigg az alapszerkezethez kapcsolodd funkciondlis csoportok és
szubsztituensek jellegétdl, tovabba a kiilonb6zd kornyezeti paraméterektdl (pl. a vizes kozeg pH-
értéke, fotodegradacié mértéke, UV-sugarzas) (ABELLAN et al. 2007, JUNG et al. 2008,
ANSKJAER et al. 2013). A hasonld szerkezet ellenére megfigyelhetd jelentds kiilonbségek a
vizsgalt hatéanyagok egyedi toxicitdsdban arra figyelmeztetnek, hogy a kozds szerkezeti
elemek/hasonld szerkezet alapjan torténd toxikus hatdsok becslése soran alkalmazott
extrapolaciok végrehajtasa soran (pl. QSAR modellezés) igen koriiltekintéen kell eljarni. A
sulfamethoxazole (SMX) és a TRI allatgyogyaszati hatéanyagok vizsgalata alapjan lathatd, hogy
az akut immobilizacios tesztekben a kezelések hatasai kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget,
ezzel szemben a hatéanyagok glutation-S-transzferaz enzimaktivitasra gyakorolt hatasai kozott
szignifikdns mértékii eltérés volt megfigyelhetd. Az allatgyogyaszati és novényvéddszer-
készitmények engedélyezési folyamatdban a kotelezen eldirt standard vizsgéalatok korét
sziikséges lenne a sokkal érzékenyebb vizsgalati modszerek és végpontok (pl. enzimaktivitas-
vizsgélatok, immunmoduldcios hatds) alkalmazasaval kibdviteni, féleg, amikor a vizsgalt
anyagok hatdasmechanizmusanak feltérképezése a cél.

A vizsgalt algafajok érzékenységében szamos esetben szigifikans kiilonbségeket
tapasztaltunk, tobbek kozott még az azonos csaladba (Scenedesmaceae) tartozo Desmodesmus
subspicatus és Scenedesmus obtusiusculus fajok esetében is. A kiilonboz6é algafajok kozott
tapasztalt érzékenységbeli kiillonbséget tobb tanulmanyban is megfigyelték (TSUI és CHU 2003,
ARUNAKUMARA et al. 2013, WANG et al. 2016), amely eltéréseket feltételezhetéen a
kiilonbségek eredményezik. A standard vizsgalatok eredményeiben tapasztalhatd jelentds
mértékl variabilitdas miatt a kdrnyezeti kockazatbecslés soran lehet6ség szerint érdemes adott
taxon tobb képviseldjén is elvégezni az Skotoxikoldgiai vizsgalatokat, ahol a vizsgalatba vont
fajok kivalasztasa torténhet tobbek kozott az okologiai relevancia és elterjedés vagy a fajok
érzékenysége alapjan. A fitotoxikus hatdsok értékelése sordn a fotoszintetikus aktivitds mérése
lehetdvé teszi a toxikus hatasok kialakuldsanak gyors jelzését, amelyet a sejtek kéarositasa nélkiil

valosithatunk meg.
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Bar az altalunk meghatarozott egyedi toxicitasi értékek meghaladjak a felszini vizekben
atlagosan pg/l nagysagrendben kimutathatdo szulfonamidok, TRI ¢és neonikotinoid-tipusu
hatéanyagok kornyezeti koncentracioit (ANDERSON et al. 2015, SCHAAFSMA et al. 2015,
SZEKACS et al. 2015), a kornyezeti kockéazatbecslést mindenképpen el kell végezni esetiikben
is, ugyanis a felszini vizekben megjelend szermaradékok toxicitasat jelentds mértékben
befolyasolhatjak az élohely specifikus kornyezeti koriilmények. Bizonyos specifikus
pontforrasok esetében (pl. gyodgyszergyarak szennyvizkezelését kovetéen, akvakultirak
gyogyszeres kezelését kovetden) a szennyezettségi értékek azonban elérhetik akar a mg/l-es
nagysagrendet is (LARSSON et al. 2007). A vizsgalt hatéanyagok viszonylag Kis
koncentracioban, de folyamatosan jelen vannak a felszini vizekben, ezért a hosszu tava kronikus
kitettség hatdsainak vizsgalata elengedhetetlen a kornyezeti kockazatbecslés folyamataban. A
neonikotinoid-tipust hatéanyagok esetében pedig mar bizonyitotta valt a mas novényvéddszer-
hatéanyagokkal (pl. az ergoszterol bioszintézisét gatldé fungicidek), antibiotikumokkal, valamint
kiilonbozé formazodanyagok egylittes jelenlétében kialakuld szinergens hatasok kialakuldsanak
lehet6sége a szennyezett felszini vizekben (SCHMUCK et al. 2003, CHEN et al. 2010).

A GLY-tartalmu készitmények és dsszetevoik esetében meghatarozott toxicitasi értékek is
joval a kornyezeti mintakban meghatarozott szennyezettségi szintek alatt maradnak (EDWARDS
et al. 1980, COUPE et al. 2012), azonban a kezelt teriiletek melletti vizfolyasokban, nagyobb
esOzéseket kovetden igen jelentés meértékben megemelkedhetnek a kornyezeti koncentraciok,
tovabba a GLY hatbanyag és a POEA (polietoxilalt faggyGiaminok keveréke) toxicitasat szintén
jelentés mértékben befolyasolhatjak a kiilonb6z6 kornyezeti koriilmények (pl. pH, oldott
oxigéntartalom, hémérséklet) (SERVIZI et al. 1987, MENSINK ¢és JANSSEN 1994). A globalis
klimavaltozas eredményeként kialakuld6 hdmérséklet-emelkedés ¢és a beesd fény
intenzitasvaltozasa igy jelentds mértékben befolyasolhatjdk a GLY hatéanyag fitoplankton- és
perifiton-kozosségekre gyakorolt fitotoxikus hatasait (GOMES és JUNEAU 2017).

A kiilonb6z6 vegyi anyagok toxicitdsanak meghatarozdsara iranyuld vizsgalatok
tobbnyire egy vizsgalati anyag, egy fajra gyakorolt hatdsainak meghatidrozasara iranyulnak,
azonban a kiilonbozo vegyiiletek soha nem egyedileg, hanem tobb vegyiilet egylittes jelenlétében
eredményezik a kornyezeti elemek szennyezéseit, igy a kornyezeti kockazatbecslés
folyamataban kiemelt jelent6ségli a keverékhatasok vizsgalata. A kiilonb6z6 allatgyogyaszati és
novényveédo szerek esetében a kombinalt toxikus hatasok vizsgalata megvalosulhat két vagy akar
tobb hatdanyag egyidejli vizsgalata sordn, tovabba a hatéanyagok ¢€s a formazott készitményben
megtalalhat6 adalékanyagok (pl. formazdanyag) egylittes vizsgalata soran.

A tudomanyos bizonyitékok és sajat eredményeink alapjan lathatd, hogy jelentds

kiilonbségek figyelhetok meg az allatgyogyaszati ¢€és ndvényvéddszer-készitmények
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Osszetevioinek egyedi ¢és kombinalt toxicitdsaban. Az adalékanyagok Osszetételében jelentOs
kiilonbségek figyelhetok meg még az azonos hatéanyag-tartalmu készitmények esetében is,
amelyek nagymértékben befolyésoljak a készitmény vizi szervezetekre gyakorolt toxicitasat. A
kiillonboz6 adalékanyagok fizikai-kémiai tulajdonsagaik, valamint a kiilonféle biologiai
kolcsonhatasokban torténd részvételik ¢és szereplik alapjan igy korantsem tekinthetdek
egyértelmiien inaktiv Osszetevoknek, ezért toxikologiai és Okotoxikologiai értékelésiik
elengedhetetlen feltétele a mezdgazdasagi gyakorlatban alkalmazott készitmények kornyezeti
kockazatelemzésének. Az adalékanyagok okotoxikologiai értékelésének pedig alapvetd feltétele
az adalékanyagok megbizhatdé és reprodukalhatd mindségi és mennyiségi meghatarozasara
alkalmas analitikai moédszerek kidolgozésa és fejlesztése. Az EU-ban jelenleg a gyartoknak csak
az aktiv hatéanyag(ok), szinergistak és az antidotumok pontos kémiai nevét és mennyiségét kell
feltiintetniiik a készitmények cimkéin, igy a készitmények pontos Osszetétele ¢és az
adjuvansokkal kapcsolatos informéciok nem nyilvdnosak (EUROPEAN PARLIAMENT AND
COUNCIL 2009b, EUROPEAN COMMISSION 2013b). Az adalékanyagok pontos mennyiségét
iparjogi szempontbdl védett informacioként csak az engedélyezés soran a hatosag felé benyujtott
bizalmas kezelésii termékdokumentacio tartalmazza, azonban a kdrnyezeti kockazatértékelést az
adalékanyagokra is eldirjak. A ndvényvédo szerek forgalomba hozatalat az Eurdpai Parlament és
a Tanacs 1107/2009/EC rendelete szabalyozza, melynek III. melléklete tartalmaznd azon
koformulansok listdjat, amelyek nem alkalmazhatoak a kiilonb6zd készitmények eldallitasa
soran, azonban az emlitett melléklet jelenleg is lires még (EUROPEAN PARLIAMENT AND
COUNCIL 2009b). A POEA-t tartalmazd6 ROUNDUP CLASSIC esetében tapasztaltakhoz
hasonldéan, a MEDALLON PREMIUM esetében is a vizsgalt formazoanyag (APG) bizonyult a
legtoxikusabb komponensnek. A terhel6 tudomanyos eredmények hatasaira a POEA
formazdanyagként vald alkalmazasa GLY-tartalmi készitményekben az EU hatalyos jogi
szabalyozasanak értelmében betiltasra keriilt (EUROPEAN COMMISSION 2016). Habar az
APG egyedi toxicitasa D. magna és alga tesztszervezeteken nem olyan magas, mint a POEA
esetében, hatassal van a készitmény toxicitasara, igy az APG-vegyiiletekkel formazott GLY-
tartalmt készitmények revizidja is sziikséges lehet. Eredményeink aldtdmasztjak és tdmogatjak
azokat a tudomanyos felvetéseket és javaslatokat, amelyek.szerint a hatdsagi szabalyozas
valtozasaira, tobbek kozott az adalékanyagok szigori szabalyozasara, a kiilonb6zd kémia
vegyliletek keverékeinek kornyezeti kockdzatait feltaré egyéséges megkozelitésének jovObeni
kidolgozésara és az egyiittes hatdsok kimutatasat célzo j hatékony irdnyelvek kidolgozasara,
valamint bevezetésére van sziikség (PANIZZI et al. 2017).

A természetes felszini biofilmek vizsgélata sordn a biofilmnovesztéshez kialakitott bojas

szerkezet alkalmas egységes, statisztikailag egyforma algaegységek 1étrehozasara, ugyanakkor a
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kiilonbozoé természetes koriilmények kozott novesztett biofilmek érzékenységében jelentds
kiilonbségeket figyeltink meg. A laboratoériumi koriilményekhez a dunai és velencei-tavi
biofilmek jol alkalmazkodtak, és a kezeletlen kontroll esetében a biofilmet alkoto algafajok
biomasszaja folyamatosan gyarapodott, mig a balatoniak esetében leépiilés volt megfigyelhetd.
A vizsgalt GLY-koncentracio (100 pg/l) hatast gyakorol az algakdzosség biomassza-
mennyiségének alakuldsara, tovabba képes atrendezni az algakdzosségek Osszetételét a felszini
vizi biofilmekben. A GLY elsésorban POEA jelenlétében a perifiton biomasszajanak kezdeti
csokkenését idézte eld. A vizsgalt anyagok expozicidja soran tapasztalt biomassza-csokkenést
minden esetben egy toleransabb, a vizsgalt anyagokat kis koncentracioban hasznositani képes,
fokozatosan névekvé algakozosség kialakulasa kovette (PESCE et al. 2009), amely elsdsorban a
vizsgalt hato- és formazoanyag szelekcidos hatasaival magyarazhato. A biofilmek
elektronmikroszkopos elemzését kovetden mindkét kezelés hatasara fokozott EPS-termelddés
volt megfigyelhetd, amely — amint mas, hasonld expoziciok esetében (BOHUSS et al. 2005,
DOMOZYCH 2007) is lathatd — a biofilm fokozott stresszvalaszaként értékelhets. A tiszta
hatéanyag és a POEA esetében tapasztalt hatdsok eltérd képet mutattak a kiilonb6zo felszini
viztestek ¢és évek esetében, amely elsdsorban, a vizi ¢él6helyek specifikus kornyezeti
paramétereiben (pl. pH, oldott oxigéntartalom) és a kiilonb6z6 periddusokat jellemzd
homérsekleti tényezOk, tovdbba a szezondlisan eltérd fajosszetételben megfigyelhetd
kiilonbségek magyaraznak (PESCE et al. 2009, GOMES ¢és JUNEAU 2017). A biofilmeken
meghatarozott novényvédd szeres kezelések hatdsai szakirodalmi adatokkal torténd
Osszehasonlitdsa igen nehéz, mivel a kiilonb6zd vizsgalt biofilmek kolonizacidjanak
koriilményei (pl. szubsztrat tipusa, idOtartam) igen nagy variabilitdst mutatnak a kiilonb6z6
vizsgalatok soran, még egy adott hatdanyag esetében is, igy a tapasztalt hatasok értekelését és
Osszevetését igen elévigyazatosan kell elvégezni. A természetes biofilmek kovaalga-kozosségei
JO indikatorai lehetnek a felszini vizek GLY-Szennyezésének, tovabba a kovaalgdk biologiai
jelleg-alap vizsgalata, elésegiti a fajszintli elemzéshez képest egyértelmiibb adatkészlet
alkalmazasat a tendencidk Osszehasonlitisa ¢és a hipotézisek vizsgalata soran. Bar a
biofilmvizsgalatok nehezen standardizalhatok, igy kevésbé reprodukalhatok, eredményeik
alapjan viszont pontosabb kovetkeztetéseket vonhatunk le a vizi 6koszisztémakra vonatkozdan.
A biofilmeken elvégzett 6kotoxikoldgiai vizsgalatok elénye, hogy a kiilonb6z0 szennyezd
anyagok karos hatasai kozosségi szinten is vizsgalhatok, tovabba a standard, egy fajon végzett
vizsgalatokkal szemben jobban reprezentdljak a kornyezetben lezajlo természetes folyamatokat,
mivel természetes koriilmények kozott nemcsak egy faj egyedei, hanem kiilonb6z6 fajok

népességei keriilnek kapcsolatba a kdrnyezeti elemekben megjelend xenobiotikumokkal, tovabba
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a kozosségi szinten elvégzett vizsgalatok soran a kiilonb6zd populaciok egymadsra gyakorolt
hatasai is értékelhetdk az expoziciot kovetden.

A GLY lebomlésa eltérd képet mutatott tiszta hatdanyag €s készitmény fomajaban és a két
természetes viztestben egyarant, amelyet elsOsorban a kiilonbozd természetes vizek fizikai (pl.
hémérséklet, lebegd szilard részecskék) és kémiai (pl. pH, oldott oxigéntartalom) jellemzdiben,
tovabba a mikrobidlis kozosség Osszetételében megfigyelhetd kiilonbségek eredményeznek
(GOLDSBOROUGH ¢és BROWN 1993, TSUI és CHU 2003, SVIRIDOV et al. 2015).
Eredményeink alapjan lathat6, hogy a POEA jelenléte nemcsak a GLY formazott
készitményeinek toxicitdsaban nyilvanul meg, hanem befolyasolja a GLY vizi kornyezeti
hatéanyag kdrnyezeti sorsat a kiillonbozo felszini vizekben. A névényvéddszer-hatdanyagok és -
készitmények engedélyezése, valamint a kornyezeti kockazatok becslése jelenleg a laboratoriumi
koriilmények kozott, desztillalt vizben elvégzett vizsgdlatok eredményei alapjdn meghatérozott
DTso-értékek alapjan torténik, azonban a szakirodalmi adatok és eredményeink alapjan is
elmondhato, hogy az engedélyezési és kockazatbecslési folyamatokban alkalmazott DTsp-értékek
folyamatos feliilvizsgalata mellett, él6helyspecifikus adatok meghatarozasara is sziikség van. A
szintén jelentds mértékben filigg a vizes kozeg (pl. lebegd szilard részecskék jelenléte,
mikrobialis k6zosség denzitasa és Osszetétele) és bizonyos neonikotinoid-tipusu hatéanyagok
(acetamiprid (ACE), imidacloprid, thiacloprid) jelenlététél egyarant. A D. magna
tesztszervezeten elvégzett akut toxicitasvizsgalataink soran a LAS toxicitasat jelentds mértékben
befolyasolja az ACE jelenléte, azonban eredményeink alapjan lathat6, hogy a toxicitas mellett a

formazoanyag kornyezeti sorsa is jelentés mértékben megvaltozik a hatéanyag jelenlétében.

PhD-munkam eredményei felhivjak a figyelemet arra, hogy az allatgyogyaszati és
novényvédoszer-készitmények engedélyezési és kockazatbecslési folyamataiban a kotelezben
eldirt okotoxikologiai vizsgalatokat érdemes lehetdség szerint adott taxon tobb képviseldjén is
elvégezni, valamint tamogatjak azokat a javaslatokat, amelyek.szerint a hatosagi szabalyozas
valtozasaira van sziikség. A készitmények eldallitdsa soran felhasznalt adalékanyagok jelenléte
hatast gyakorol a formazott készitményekben kialakuld toxicitds mértékére, tovabba a
hatoanyagok kornyezeti sorsara egyarant, ezért ezen adalékanyagok nem tekinthetOk
egyértelmiien inaktiv OsszetevOknek. A formazodszerek egyedi, valamint a hatéanyagokkal
egylittes toxikoldgiai és Okotoxikologiai értékelése elengedhetetlen feltétele a mezdgazdasagi

gyakorlatban alkalmazott készitmények megbizhat6 kornyezeti kockazatelemzésének.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a human- és allatgyogyaszatban széles korben alkalmazott, antibakteridlis
hatasu szulfonamid- és pirimidin-diamin-tipust vegyiiletek, a vilagszerte jelentds mennyiségben
felhasznalt neonikotinoid-tipusu, rovar6lé hatast és a piacvezetd, gyomirtd hatasa glyphosate
(GLY) hatoéanyagok felszini vizekben valé megjelenése globalisan tapasztalhatd jelenség. A
kiilonboz6é készitmények az aktiv hatdéanyagon kiviil egyéb adalékanyagokat is tartalmaznak,
amelyek legjelentésebb csoportjat a feliiletaktiv anyagok alkotjak. Minthogy a formazasi
adalékanyagok a készitmény biologiai fOhatasdnak szempontjabdl hatastalan vegyliletek, ezeket
sokaig altalanosan inaktiv 0sszetevOknek mindsitették, ezért az aktiv hatdéanyagokhoz képest az
érvényes jogi szabalyozas értelmében, esetiikben egyszeribb kornyezeti kockézatelemzés
végrehajtasa is elegend$ volt. Szamos tanulmanyban azonban bizonyitottak a formazoszerek
magas 0nallo toxicitasat, valamint a hato- és adalékanyagok egyiittes fokozott toxicitasat. A nagy
vizibolha (Daphnia magna), valamint a felszini vizek planktonikus és bentonikus algak6zosségei
nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a vizi Okoszisztémakban és rendkiviil érzékenyek a
vizmindségben bekdvetkezd valtozasokra, igy kivalo tesztszervezetként szolgédlnak a vizekbe
keriil vegyi anyagok toxikus hatdsainak vizsgalata és a kornyezeti kockazatok értékelése soran.
A kiilonb6z6 hatdéanyagok kozotti €s az adalékanyagokkal egylittes hatasok vizsgélata kiemelt
fontossagu, mivel a hatdanyagok tobbsége keverékek formdjaban van jelen kdrnyezetiinkben.

PhD-munkam soran a szulfonamid- [sulfadiazine, sulfaguanidine (SGD), sulfamethazine
(SMZ2), sulfamethoxazole (SMX)] ¢és pirimidin-diamin-tipusa  [trimethoprim  (TRI)]
allatgyogyaszati, valamint a neonikotinoid-tipustt [acetamiprid (ACE), clothianidin (CLO),
thiacloprid (TCL) és thiametoxam (TMX)] rovarirtoészer-hatéanyagok egyedi és a formazott
készitményeikben megtalalhato adalékanyagokkal egyiittes, nagy vizibolha (D. magna)
immobilizaciojara és a glutation-S-transzferaz (GST) enzim aktivitasara gyakorolt toxikus
hatasait vizsgaltam. Az OECD 202 iranyelvek alapjan elvégzett akut immobilizacids vizsgalatok
eredményei alapjan jelentds kiilonbségeket figyeltink meg a vizsgalt allatgyogyaszati
hatéanyagok és készitmények akut toxicitasaban. Vizsgalataink soran az SGD bizonyult a
legtoxikusabbnak, mig az SMZ, SMX és a TRI hatéanyagok kevésbé toxikusnak bizonyultak. Az
SMX ¢és TRI hatéanyagot tartalmazo készitmények vizsgalata soran a SUMETROLIM joval
toxikusabbnak bizonyult a CoTRIM E-ratiopharm hatasaihoz képest. A két hatdanyag
SUMETROLIM készitményben feltlintetett koncentraciokkal ekvivalens keverékének vizsgélata
soran a TRI egyedi toxicitasa alacsonyabbnak bizonyult a kialakuld egyiittes toxicitashoz képest.

A GST enzimaktivitas-vizsgalatok soran az SMX és TRI hatéanyagok, valamint a SUMETROLIM
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készitmény akut vizsgalatokban meghatarozott 48h ECyp-értéknek megfeleld expozicidja az
enzimaktivitas novekedését idézte eld.

A vizsgalt neonikotinoid-tipusi hatéanyagok egyedi és az adalékanyagokkal egyiittes
toxicitasanak 0sszehasonlitasa soran az ACE ¢és a CLO hatéanyagok egyedi toxicitasahoz képest,
a készitményeik toxicitdsa joval magasabbnak bizonyult, ezzel szemben a TMX-tartalmu
készitmény toxicitdsa alulmaradt a hatéanyag egyedi toxicitdsahoz képest. Az ACE ¢és a
formazoanyagként alkalmazott linearis alkil-benzol-szulfonatok (LAS) MospiLaN 20 SG
készitményben feltiintetett koncentracidkkal ekvivalens keverékének vizsgalata sordn erds
szinergens hatast tapasztaltunk, azonban a készitmény esetében, amely egyéb adalékanyagokat is
tartalmaz a kombinalt toxicitas csokkenése volt megfigyelhetd. Az akut tesztekben megallapitott
48h ECyo-értékek esetében meghatarozott GST-enzimaktivitasi értékek alapjan az ACE egyedi és
a formdzoanyaggal egyiittes keverékének expozicidja sordn az enzimaktivitds csokkenését
igazoltuk, ezzel szemben a készitmény és a LAS nem gyakorolt hatast a GST-aktivitasra.

A GLY-tartalmu készitmények Osszetevoinek egyedi és kombinalt akut hatasait is
meghataroztuk nagy vizibolha (D. magna) immobilizacids tesztekben, tovabba kiilonbozo lebegd
egysejtll zold- és kékalgafajokon az OECD 201 protokoll alapjan elvégzett algaszaporodas-
gatlasi vizsgalatokban és a fotoszintetikus aktivitds mérése soran. Az akut immobilizacios
vizsgalatokat a MATE KOTI AKK laboratoriumi D. magna-tenyészetén és a MicroBioTests
altal forgalmazott Daphtoxkit F tesztcsomag altal biztositott egyedeken is elvégeztiik. A
készitmények OsszetevOinek egyedi és kombindlt toxicitdsdnak vizsgalata soran a toxicitas
sorrendje mindkét vizsgalt készitmény (ROUNDUP CLASSIC, MEDALLON PREMIUM) és D. magna-
torzs esetében a kovetkezoképpen alakult: hatéanyag < készitmény < forméazoanyag. Az
algaszaporodas-gatlasi vizsgalatok soran a GLY-tartalmi készitmények és OsszetevOinek
esetében az optikai denzitds és klorofill-a-tartalom mérése alapjan meghatarozott 72h ECsg-
értékek toxicitasi sorrendje tobbnyire a D. magna tesztszervezeten tapasztalt tendencianak
megfelelden alakult a vizsgalt zoldalgafajok esetében. A két mérési végpont esetében
meghatarozott 72h ECsp-értékekben megfigyelhetd kiilonbségek ellenére a toxicitasban
megfigyelhetd trendek jol kovetik egymast. A fitotoxikus hatdsok vizsgélata soran a kiilonb6z6
algafajok érzékenységében szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk, még az azonos csaladba
tartozo fajok esetében is. A ROUNDUP CLASSIC és OsszetevOinek algasejtek fotoszintetikus
aktivitasra gyakorolt hatasait Pseudokirchneriella subcapitata zoéldalgafajon a gerjesztett
klorofill-a-fluoreszcencia indukcidjan alapulé modszerrel a PS 11 fotokémiai rendszer fotokémiai
hatékonysagat jellemzé Fv/Fp-értékek és a fotoszintetikus aktivitast jellemzo Rfd-értékek
alakulasanak értékelésével hataroztuk meg. Eredményeink alapjan a készitmény és 0sszetevoi a

fotoszintetikus aktivitas novekedését eredményezik az alacsony koncentracidtartomanyokban a
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vizsgalt algafajon, azonban a magasabb vizsgalati koncentraciok esetében az aktivitas
csokkenését igazoltuk a készitmény és a POEA (polietoxilalt faggytaminok keveréke) egyedi

A kiilonb6z0 hazai felszini viztestekben természetes koriilmények kozott ndvesztett
biofilmekben kozosségi szinten vizsgaltuk a GLY-tartalmit ROUNDUP CLASSIC €s 0sszetevoinek
hatasait a biofilmek algakozosségeinek biomasszajara, a biofilmek szerkezetére és kovaalga-
kozosségeinek Osszetételére. A 2015-ben és 2016-ban biofilmeken elvégzett vizsgalataink soran
jelentds, hazai felszini viztestekben (Balaton, Duna, Velencei-td), természetes korliilmények
kozott 6 héten keresztiil sajat fejlesztésti specialis bojas szerkezeten (AKK-1 tipust algaboja)
elhelyezett tiveglapokon biofilmet novesztettiink, majd a kezelések hatasait laboratériumi
koriilmények kozott vizsgaltuk. A biofilmek algakdzosségeinek dsszetételében €s szerkezetében,
valamint az algak6zOsség biomassza-mennyiségében megfigyelhetd valtozasokat az in vivo
fluoreszcencia alapjan algafaklya hasznalataval és pasztazd elektronmikroszkdpos technikdval
vizsgaltuk. A ROUNDUP CLASSIC készitmény és Osszetevoi (GLY: 100 pg/l, POEA: 37,4 pg/l)
hatast gyakorolnak a hazai felszini vizi biofilmek algak6zosségeinek biomasszajara, ugyanis a
kiilonboz6 években a GLY hatdéanyag az algabiomassza novekedését idézte el6 a vizsgalt
biofilmekben, habar esetenként csak a biomassza kezdeti csOkkenését kovetden. A formazott
készitmény a kezelt biofilmek algabiomasszajanak csokkenését eredményezte, amely aldl
kivételt csak a 2016. évi dunai adatsor képez, azonban ebben az esetben is a biomassza
szignifikdnsan lassabb ndvekedése volt megfigyelhetd. A POEA esetében a biomasszaértékek
novekedése volt megfigyelhetd, azonban a velencei-tavi mintdkban a tiszta hatéanyaghoz
hasonléan csak kezdeti csokkenést kovetéen. A kezelt biofilmekben az algakozosségek
atrendezédése volt megfigyelhetd, ugyanis a kezelések hatasaival szemben érzékenyebb fajok
helyét a toleransabb, f6ként fonalas zoldalgafajok vették at, amelyek képesek a vizsgalati
anyagokat tapanyagforrasként hasznositani. A kisérlet végére a kezelések hatasara a sejten
kiviili, nyalkas exopolimerek fokozott termelédése volt megfigyelhetd a kezelt biofilmekben a
kontrollcsoporthoz képest, féleg POEA jelenlétében, amely a biofilmek esetében fokozott
stresszvalaszként értelmezhetd. A vizsgalt hazai felszini vizi biofilmeken elvégzett, biologiai
jelleg-alapti vizsgalatok alapjan a kovaalga-kozosségek sejtszamaranyanak —szignifikans
valtozasa figyelheté meg az id6 eldre haladasaval a kontroll- és kezelt csoportokban a sejtméret-
¢s az Okologiai guild-kategoriak vizsgalata soran a balatoni és dunai biofilmmintakban egyarant.
A GLY kezelés a legkisebb ¢és legnagyobb sejtméret-kategéria relativ gyakorisdganak
megndvekedését eredményezte a dunai biofilmmintdkban, azonban a balatoni biofilmmintdkban
a kezelt egységekben a legkisebb sejtméret-kategdria novekedése erdteljesebb, a legnagyobb

sejtméret-kategoriaval szemben. A GLY az 6kologiai guild-kategéridk relativ gyakorisagara csak
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a dunai biofilmmintakban gyakorolt hatast, ahol az alacsony profild guild-ek relativ
gyakorisaganak novekedését, mig a motilis guild gyakorisaganak csokkenését igazoltuk a
kezelés hatdsara a kontrollhoz képest.

Az okotoxikologiai vizsgalataink mellett kornyezetanalitikai modszerekkel vizsgaltuk a
GLY lebomlasat felszinivizmintdkban tiszta hatdéanyag ¢és formézott készitmény forméajaban,
biofilmek jelenlétében és anélkiil. A GLY természetes vizekben torténd lebomlasa igen eltérd
alakulasat a felszini vizekben jelentdsen befolyasolja a POEA és a biofilmek jelenléte.

A neonikotinoid-készitmények formazasa soran alkalmazott LAS lebomlasat is kiilonb6z6
vizmintédkban, tovabba kiilonb6z6 neonikotinoid-tipust hatéanyagok jelenlétében is vizsgaltuk,
ahol a LAS lebomlasat jelentds mértékben befolyasoljak a vizes kozeg tulajdonsagai és a
formazott készitményekben eléforduld adalékanyagok. A CLO és TMX hatdéanyagok jelenléte
nem befolyasolta a LAS lebomlasat, ezzel szemben az ACE, imidacloprid és TCL hatéanyagok
megnovelték a LAS felezési idejét.

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgalt szulfonamid- és neonikotinoid-tipust
hatéanyagok  toxicitdsdban  jelentds  kiillonbségek  figyelheték meg az  egyes
hatéanyagcsoportokon beliil a viszonylag hasonld kémiai szerkezettel rendelkezd vegyiiletek
esetében. Az azonos torzsbe €s csaladba tartoz6 tesztszervezetek érzékenységében megfigyelhetd
kiilonbségek miatt az Aallatgyogyészati €s novényvédodszer-készitmények engedélyezési ¢€s
kockézatbecslési folyamataiban a kotelezden eldirt toxicitds-vizsgalatokat érdemes lenne
lehetdség szerint adott taxon tobb képviseldjén is elvégezni. A készitmények eldallitdsa soran
alkalmazott adalékanyagok jelenléte hatdst gyakorol a formazott készitményekben kialakulo
toxicitds mértékére és a hatdanyagok kornyezeti sorsara egyarant, ezért nem tekinthetOk
egyértelmilen inaktiv OsszetevOknek, igy egyedileg, tovabba a hatdanyagokkal egyiittes
toxikologiai és Okotoxikologiai értékelésiik elengedhetetlen feltétele a mezdgazdasagi

gyakorlatban alkalmazott készitmények megbizhat6 kornyezeti kockazatelemzésének.
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8. SUMMARY

The appearance of the widely used antibacterial sulfonamide and diaminopyrimidine
active ingredients in human and veterinary medicine, the worldwide used neonicotinoid
insecticides and the market-leading herbicide active ingredient glyphosate (GLY) in surface
water is a globally observed phenomenon nowadays. Formulations applied in veterinary
medicine and chemical plant protection contain various additives besides their active ingredients,
the most significant group of these additives being represented by surfactants. As formulation
additives are inactive from the aspects of the required main biological effect of the
pharmaceutical or pesticide, these additives have long been considered as generally inactive or
inert components, therefore their authorization required simplified risk assessment compared to
the active ingredients. Several studies proved the high individual toxicity of formulating agents
and the increased combined toxicity between the active ingredients and additives in
formulations. The water flea (Daphnia magna), as well as various planktonic and benthic algal
communities in surface waters play an essential role in aquatic ecosystems, and due to their
outstanding sensitivity to changes in water quality, they are excellent test organisms for
assessing the toxic effects of chemicals entering water bodies and for the evaluation of
corresponding environmental risks. The assessment of the combined toxic effects between active
ingredients and additives is of utmost importance, as most of the active ingredients enter our
environment in the form of mixtures.

During my PhD work, the effects of sulfonamide [sulfadiazine, sulfaguanidine (SGD),
sulfamethazine (SMZ), sulfamethoxazole (SMX)] and diaminopirimidine [trimethoprim (TRI)]
type veterinary, as well as neonicotinoid [acetamiprid (ACE), clothianidin (CLO), thiacloprid
(TCL) and thiametoxam (TMX)] type insecticide active ingredients on the immobilization of
water fleas (D. magna) and on the activity of glutathione-S-transferase (GST) enzyme were
investigated individually and in combination with the additives found in their formulated
preparations. Based on the results of acute immobilization tests performed according to OECD
202 guideline, significant differences were observed in the acute toxicity of the investigated
active ingredients and formulations used in veterinary medicine. Among the veterinary active
ingredients investigated, SGD proved to be the most toxic, while SMZ, SMX and TRI proved to
be less toxic. Between the formulated veterinary drugs investigated, containing SMX and TRI,
SUMETROLIM was more toxic than CoTRIM E-ratiopharm. During the assessment of the combined
effects of SMX and TRI investigated together at concentrations equivalent to SUMETROLIM, the
individual toxicity of TRI was lower than the combined toxicity of the two active ingredients. In

GST enzyme activity assays, the exposure to SMX, TRI and SUMETROLIM resulted in increased
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enzymatic activity at concentrations correspond to the 48h ECy values originated from the acute
immobilization tests.

Comparing the individual and combined toxicity of the neonicotinoid active ingredients
and additives, the individual toxicity of ACE and CLO was lower, than that of their
formulations, in contrast to TMX-based formulation, where the individual toxicity of the
corresponding active ingredient is higher compared to the combined effect. A strong synergistic
effect was observed when the combined effect of ACE and linear alkyl benzene sulfonates
(LAS) used as formulating agents was investigated in pure form (a mixture of neat ACE and
LAS at equivalent concentrations to their formulated product MospILAN 20 SG), but reduced
combined toxicity was observed for the formulation containing other additives. Based on the
GST enzyme activity values determined for the compounds investigated at concentrations
corresponding to the 48h ECy values originated from acute immobilization tests, decreased
enzymatic activity was demonstrated after the exposure to ACE alone and in the presence of
LAS, while the formulating agent alone and the formulation had no effect on GST activity.

The individual and combined acute toxicity of the components of GLY-based
formulations were also determined in water flea (D. magna) immobilization tests, as well as in
algal growth inhibition tests performed according to OECD 201 guideline and photosynthetic
activity assays on various floating unicellular green and blue algae species. Acute
immobilization tests were also performed in MATE KOTI own laboratory on D. magna culture
and on juveniles provided by the Daphtoxkit F test Kit distributed by MicroBioTests. In the study
of the individual and combined toxicity of the components of the formulations, the order of
toxicity for both tested preparations (ROUNDUP CLASSIC, MEDALLON PREMIUM) and D. magna
strains was as follows: active ingredient < formulations < formulating agents. In the algal growth
inhibition tests on the investigated green algae species, the order of toxicity for GLY-based
formulations and its components was mostly in line with the trend observed for D. magna on the
basis of 72h ECs, values calculated from the result of optical density and chlorophyll-a-content
measurements. Despite the differences observed in 72h ECs, values determined for the two
measurement endpoints, a good correlation was observed between the trends in toxicity. In the
study of phytotoxic effects, significant differences were found in the sensitivity of different algae
species, even for species belonging to the same family. The effects of ROouUNDUP CLASSIC and its
components on the photosynthetic activity of algal cells by a method based on chlorophyll-a
fluorescence induction was investigated on a green algae Pseudokirchneriella subcapitata; the
effects were evaluated by the measurements of Fv/Fp values connected to the photochemical
efficiency of the PS Il photochemical system and Rfd values characterizing photosynthetic

activity. Based on our results, an increase in photosynthetic activity was detected after the

115



exposure to the formulation and its components in the low concentration ranges on the
investigated green algae, but at higher test concentrations, a decrease in activity was observed
after the exposure to the formulation and POEA (a mixture of polyethoxylated tallow amines).
The effects of GLY-based RounDuP CLASSIC and its components on the biomass of algal
communities in biofilms, the structure of biofilms and the composition of diatom communities
were investigated at community level in biofilms grown under natural conditions in different
Hungarian surface water bodies. During our investigations on biofilms in 2015 and 2016, natural
biofilms were grown on glass substrates fixed on a specially developed buoy structure (AKK-1
type carrier buoys) in major domestic surface water bodies (Lake Balaton, River Danube, Lake
Velencei) for 6 weeks under natural conditions, and then the effects of the treatments were
studied under laboratory conditions. Effects on the composition and biomass of the algal
community in biofilms and on the structure of biofilms were determined by an algae torch
instrument based on in vivo fluorescence of algae cells and scanning electron microscopy. The
effects of RouNDuP CLAsSIC and its components (GLY: 100 pg/l, POEA: 37.4 pg/l) were
demonstrated on the biomass of algal communities in domestic surface water biofilms, while
small modulations in algal biomass in the investigated biofilms as a result of GLY treatment
were detected in different years, in some cases only after an initial decrease in biomass. The
formulated preparation treatment resulted in a decrease in the algal biomass of the exposed
biofilms, except for the Danube data set from 2016, however, significantly slower increase in
biomass was observed in this case as well. An increase in biomass values was caused by POEA
treatment, however, in samples originated from Lake Velencei, similarly to the active ingredient,
only after an initial decrease. The realignment of algal communities was observed in the treated
biofilms, as more sensitive species to the effects of treatments were replaced by more tolerant
mainly filamentous green algae species, which can utilize the test substances as a source of
nutrients. At the end of the experiment, increased production of extracellular, mucous
exopolymers was observed in the treated biofilms compared to the control group, mainly in the
presence of POEA, which can be interpreted as an increased stress response in biofilms. Based
on the result of the performed trait-based method using the examination of the biological
characteristics, a significant change can be observed in the cell number ratio of the diatom
communities over time in the control and treated groups during the analysis of cell size and
ecological guild categories, in biofilms originated from Lake Balaton and River Danube as well.
GLY treatment resulted in an increase in the relative frequency of the smallest and largest cell
size categories in biofilm samples originated from River Danube, however, the increase in the
smallest cell size category was stronger in the treated biofilm samples from Lake Balaton

compared to the largest cell size category. The effects of GLY were detected on the relative
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frequency of ecological guild categories only in biofilm samples originated from River Danube,
where an increase in the relative frequency of low-profile guilds and a decrease in the frequency
of the motile guild were confirmed compared to the control.

In addition to our ecotoxicological studies, the degradation of GLY was investigated in
different surface water samples in the form of pure active ingredient and formulated preparation
as well, and GLY degradation was investigated in the presence of biofilms as well. A rather
varying tendency of GLY degradation was observed in the investigated natural surface waters. In
surface water, the environmental concentration of the active ingredient is significantly affected
by the presence of POEA and biofilms.

The degradation of LASs used as formulating agents in the formulation of neonicotinoids
was also studied in different water samples, as well as in the presence of different neonicotinoid
active ingredients, where the degradation of LAS is significantly influenced by the properties of
the aqueous medium and the presence of additives in the formulation. The degradation of LAS
was not affected by the presence of CLO and TMX, whereas increased half-life was observed in
the presence of ACE, imidacloprid and TCL.

Our results indicate significant differences within each substance class in the toxicity of
the tested sulfonamide and neonicotinoid active ingredients in spite of the similarities in the
chemical structures of the compounds in each group. Moreover, due to the differences observed
in the sensitivity of test organisms belonging to the same strain and family, the implementation
of the toxicity tests on several members of a given taxon is advised to be included in the
authorization and risk assessment protocols for veterinary and plant protection products. The
combined toxicity of the formulations and the environmental fate of active ingredients are highly
affected by formulating agents applied in the formulated preparations, therefore additives (e.g.
surfactants) cannot be classified as unequivocally inert components, hence their
(eco)toxicological evaluation individually and in combination with the active ingredients is
essential during a reliable environmental risk assessment of formulations used in agricultural

practice.
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3. MELLEKLET: A VIZSGALT HATOANYAGOK ES KESZITMENYEK

I. tablazat A vizsgalt allatgyogyaszati hatdoanyagok és készitmények Osszetétele és jellemzoi

benzoat, dimetikon, metil-celluldz, szorbinsav,
banan aroma, vanisol aroma, tisztitott viz

Aktiv hatoanyagok
Megnevezés CAS szam Az aktiv hafo?’n_yag Fizikai megjelenés Szerkezeti képlet
koncentracioja
sulfadiazine (SDZ) fii
- - . - - - . A 2
(4-amino-N-(pirimidin-2-il)- 68-35-9 > 97,5%. szilard, fehér por (XL ¢ Q
benzol-szulfonamid) z
sulfaguanidine (SGD) o,
(4-amino-N-[amino-(imino)- 57-67-0 > 97,5%. szilard, fehér por s
metil]-benzol-szulfonamid) U
sulfamethazine (SMZ) 5
(4-amino-N-(4,6-dimethil- 57-68-1 > 97,5%. szilard, fehér por
pirimidin-2-il)-benzol- 0
szulfonamid)
sulfamethoxazole (SMX)

- - Q
(4-amino-N-(5-metil 723-46-6 > 97,5%. szilérd, fehér por L
izoxazol-3-il)-benzol- 00 R

szulfonamid) HN Mo s
trimethoprim (TRI) . o
(2,4-diamino-5-(3,4,5- 138-70-5 >97,5%. szilard, fehér por ’ N‘j_b;]/\ - Ow‘
trimetoxi-benzil)-pirimidin) 3 S
Készitmények
. Aktiv Az aktiv hatéanyag . Adalékanyagok . .
Megnevezés hatéanyag(ok) koncentracidja Adalékanyagok koncentracdja Kiszereles
SMX 400 mg SMX sztearin, glicerin, natrium-karboxi-metil-
SUMETROLIM amilopektin, magnézium-sztearat, zselatin, talkum, nat tabletta
TRI 80 mg TRI burgonyakeményitd
tablettanként gony y
szorbit-oldat 70%
SMX 400 mg SMX
(nem kristalyosodo), szilikagél, natrium-ciklamat, fohér szind -
COTRIM E-ratiopharm TRI 80 mg TRI szacharin-natrium, karamell6z-natrium, 96%-0s o Sz(lilgosf’nuls)zpenzm
5 ml szuszpenzidban etanol, metil-hidroxi-benzoat, propil-hidroxi n.a.

n.a.: nincs adat
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II. tablazat A vizsgalt neonikotinoid-tipusu hatéanyagok és készitmények dsszetétele és jellemzoi

Aktiv hatéanyagok
Megnevezés CAS szam Az aktiv hafo?’n_yag Fizikai megjelenés Szerkezeti képlet
koncentracioja
CHs
acetamiprid (ACE) 160430-64-8 >97,5%. szilard, fehér por 3 ITI/K\N'CN
a” e 9
n
clothianidin (CLO) 210880-92-5 >97,5%. szilard, fehér por HC™ ) Nv/[; S ai
N
O:N _
NN
thiacloprid (TCL) 111988-49-9 >97,5%. szilard, fehér por =
NO,
. . N N
thiamethoxam (TMX) 153719-23-4 > 97,5%. szilard, fehér por HaC~NJ'\Nr(S>\c:
(7
Készitmények
, Aktiv Az aktiv hatéanyag . Adalékanyagok (s
Megnevezés hatéanyag(ok) koncentrécioja Adalékanyagok kencentrécéja Formulacio tipusa
etoxilalt poliaril-fenol foszfat észter 1-5%
(CAS 90093-37-1)
vizes szuszpenzid
ACTARA 240 SC TMX 21,6% s . . . .
’ trisztiril-fenol etoxilatok, polietilén-glikol 1-5% koncentratum
mono(trisztirilfenil)-éter, etoxilalt poliarilfenol
(CAS 56-81-5)
kalcinalt diatoma fold >10%
(CAS 91053-39-3)
vizben diszpergalhato
APACHE 50 WG CLO 50% .
° C14_18-alkénhidroxi-, Clg_go-alkapolién-, C14_1g-alkén- granUIatum
, és Cyo.09-alkénhidroxi-szulfonsavak, Na-sok >10%
(CAS 68937-98-4)
benzizotiazolinon vizes szuszpenzid
0 | 0,
CALYPs0 480 SC TCL 40,4% (CAS 2634-33-5) 0,01-0,05% Koncentratum
benzolszulfonsav, mono C,y_j3-alkil szarmazékok,
MosPILAN 20 SG ACE 20,0% Na-sok (LAS (Cyo 13)) 2,4% vizoldhat6 granulatum
(CAS 15015-81-3)
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I11. tablazat A vizsgalt glyphosate-tartalmi novényvéddszer- és formazoszer-készitmények Osszetétele és jellemzoi

Aktiv hatoanyagok
Megnevezés CAS szam Az aktiv hafo?’n_yag Fizikai megjelenés Szerkezeti képlet
koncentracioja
HO_ OH
glyphosate- 62% /)P'\/\\_/\[ro'
izopropilammonium-so6 38641-94-0 (486 g/l GLY vizoldhat6 emulzio o s 2 )
(GLY-IPA-s0) szabad sav) /\ﬂ
Novényvéddszer-Készitmények
, Aktiv Az aktiv hatéanyag . Adalékanyagok (o
Megnevezés hatéanyag(ok) koncentrécioja Adalékanyagok koncentrdcoja Formulacio tipusa
41,5% folyékony vizoldhatd
ROUNDUP CLASSIC GLY-IPA-s6 (360 g/l GLY polietoxilalt faggytiaminok keveréke (POEA) 15,5% yk Y iz
oncentratum
szabad sav)
MEDALLON PREMIUM diamrﬁ‘!;‘z;lm's‘a (36034/0I/OGLY alkil-poligliikozid (APG) 10-20% folyekony vizoldhat6
(CAS 69254 g polig koncentratum
szabad sav)
-40-6)
Formazoanyag készitmények
Megnevezés Formazoéanyag A f‘"méz"’,af‘}’_ag A formazéanyag szerkezeti képlete Adalékanyagok Formuléacio tipusa
koncentracioja
R
POEA H N H
EMULSON AG GPE 3SS (CAS 61791 100% E:)/\} {AO} - vizoldhatd emulzid
-26-2) m n
APG N[ o
(Na-lauril-gliikoz- o= | %
karboxilat
PLANTAPON LGC CAS 383178-66-3 28,5-34,0% na.' vizoldhat6 emulzid
+ lauril-glikkozid , m
CAS 110615 on |
-47-9)

n.a.: nincs adat
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4. MELLEKLET: A BIOFILMVIZSGALATOK JELLEMZOI

1. kisérlet (2015)

2. kisérlet (2016)

A vizsgalat célja:

(1) A glyphosate hatasainak vizsgalata természetes
koriilmények kozott kialakult biofilmek szerkezetére,
algakozosségeinek biomasszajara és kovaalga-
kozosségének Osszetételére tiszta hatdoanyag és formazott
készitmény formajaban

(2) A glyphosate lebomlasanak vizsgalata tiszta hatéanyag és
formazott készitmény formajaban balatoni és dunai
vizmintédkban, biofilmek jelenlétében és anélkiil

(1) A ROUNDUP CLASSIC és Osszetevoinek hatasa a
természetes koriilmények kozott kialakult biofilmek
algak6zdsségeinek biomasszajara.

Kolonizaci6
idotartama:

6 hét (2015.05.06.-2015.06.17.)

6 hét (2016.05.02. —2016.06.16.)

Kolonizacio helyszine:

(1) Duna, ,,Z61d-sziget” iszomii
Budapest (47.481641, 19.057645)

(2) Balaton, ELKH BLK kikoétdje,
Tihany (46.914190, 17.892916)

(1) Duna, ,,Z61d-sziget” iszomii
Budapest (47.481641, 19.057645)

(2) Velencei-to, Német-tisztas,
Pakozd (47.199571, 18.560648)

A Kkisérlet kezdetének
idopontja:

2015. janius 17.

2016. junius 16.

Expozicié idotartama:

10 hét

6 hét

Mintavételi napok:

(1) biologiai mintavétel: kisérlet elején, majd kéthetente
(2) analtikai mintavétel: 1. héten naponta, majd hetente az els6
7 héten keresztiil

(1) bioldgiai mintavétel: kisérlet elején, majd kéthetente

Kezelések':

- 1DK, 2DG, 3DR
- 5BK, 6BG, 7BR
- 9LDG, 10LDR, 11LBG, 12LBR

- 1DK, 2DG, 3DR, 4DP
- 5VK, 6VG, 7VR, 8VP

A kezelések esetében hasznalt kddokban a szamok jeldlik az akvarium sorszamat, mig a betiik a biofilmnovesztés helyét (D: Duna, B: Balaton, V: Velencei-t0) és a
kezeléseket jelslik (K: kontroll, G: glyphosate, R: ROUNDUP CLASSIC, P: POEA), tovabba a L betii jeldli a lebomlasi vizsgalatokban beallitott akvariumokat
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Koszonettel tartozom a NAIK-AKK Okotoxikolégiai Osztaly munkatarsainak, kiemelve
Pasaréti Gyulat, Cséffan Tamast, Magyar6sy Balazst, Takacs Danielt és Olajos Juditot, akik
nagy segitségemre voltak a biofilmes vizsgalatokhoz nélkiilozhetetelen algaboja kialakitasaban,
a kisérleti rendszer kialakitdsdban, tovabba a kisérletek gyakorlati lebonyolitdsdban. A munkédm
nem lehetne teljes a NAIK-AKK Kornyezetanalitikai Osztalyan végzett lebomlasi vizsgalatok
nélkil, igy szeretném megkdszonni Dr. Mortl Marianak, Juracsekné Nadasdi Juditnak és Magor
Csillanak az analitikai vizsgalatok soran nyujtott segitségiiket.

Koszonet illeti Dr. Bohus Pétert, aki biztositotta szamunkra a glyphosate hatéanyag
formazésa soran alkalmazott polietoxilalt faggyuaminok keverékét (POEA) a kisérletek soran.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Gy6ri Janosnak (ELKH BLK), aki nagy segitségemre
volt az enzimaktivitas-vizsgalatok elsajatitasdban €s végrehajtasaban. Koszonettel tartozom Prof.
Acs Evanak, Foldi Angélanak és Trabert Zsuzsanak (ELKH OK VOI), hogy segitségemre voltak
a biofilmes vizsgélatok miiszeres és elekronmikroszkopos kiértékelésében.

Koszonet illeti Dr. Szabd Borbalat és Hanny-Endrédi Anettet az adatok statisztikai
elemzésében nyujtott segitségért.

Végiil, de nem utolso sorban ezlton is szeretnék koszonetet mondani a Csaladomnak, a
Paromnak, valamint a Barataimnak a végtelen tlirelmiikért és tdimogatasukért.

Vizsgalataim az alabbi kutatasi palyazatokhoz kapcsolodtak: OTKA K109865 -
LAllatgyogyaszati és mez6gazdasagi feliiletaktiv anyagok mechanizmusfiiggé teratogén,
hormonmoduldns ¢és egyéb toxikus hatasai”, OTKA K102978 - ,Neurotoxikus hatast
bioldgiailag aktiv vegyiiletek és metabolitjaik azonositasa, és hatdsuk kémiai/Gkotoxikologiai
jellemzése”, NVKP 16-1-2016-0049- ,, Komplex vizmindsitést in situ megvalosito, kozvetlen és
immunfluoreszcencian, valamint optikai €s 1ézeres plazma-szinképelemzésen alapuld, modularis,

érzékeld- és miiszercsalad kifejlesztése, tovabba az alkalmazasi teriiletek kutatasa”.
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